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Abkürzungsverzeichnis 
 
Amp             Ampicillin 
Ba             Bacillus amyloliquefacienis 
cfu             colony forming units (Kolonie-bildende Einheiten) 
DNA             desoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 
dNTP             Desoxyribonuleotidphosphat 
Ea             Erwinia amylovora 
EPPO             European Plant Protection Organisation 
Et             Erwinia tasmaniensis 
GZZ             Gesamtzellzahl 
kaps. EPS            kapsuläres Exopolysaccharid 
Km             Kanamycin 
LB             Luria Bertani Medium 
MM             Minimalmedium 
OD600             Optische Dichte bei 600 nm 
PCR             polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion) 
Pp             Paenibacillus polymyxa 
Rif             Rifampicin 
RT             Raumtemperatur 
St. I             Standard I Medium 
Sm             Streptomycin 
TAE             Tris-Acetat-EDTA 
Tween 20            Polyoxyethylen-Sorbitan-Monilaureat 
X-Gal             5-Brom-4-Chlor-3-Indoxyl-β-D-Galaktosid 
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Zusammenfassung 
Erwinia tasmaniensis und Bacillus amyloliquefaciens sind Antagonisten, die in Ko-Kultur 
eine vergleichbare Hemmwirkung auf den Feuerbranderreger Erwinia amylovora aufwei-
sen. Unter Zugabe von Kulturüberständen der Antagonisten bei Anzucht von E. amylovora 
bestätigten sich Unterschiede in den potentiellen Wirkmechanismen der beiden Antagonis-
ten. Während B. amyloliquefaciens Toxine mit einem hemmenden Effekt auf E. amylovora 
produziert, beruht die Wirkung von E. tasmaniensis auf dem Konkurrenzprinzip um vor-
handene Nährstoffe, eine Toxinbildung ist für diesen Antagonisten nicht nachgewiesen. 
Zwischen verschiedenen Isolaten der Art B. amyloliquefaciens konnten vergleichbare 
Hemmeffekte beobachtet werden. In Hinblick auf eine Anwendung der Antagonisten in der 
Praxis wurde im Labor und Freiland mit formulierten Produktmustern gearbeitet. Die For-
mulierung der Antagonisten hatte keinen negativen Einfluss auf deren Wachstum und war 
mit dem Wachstum von nicht-formulierten Zellen vergleichbar. Unterschiede zeigten sich 
bei der Lagerstabilität: Während die Sporen von B. amyloliquefaciens bis zu zwei Jahren 
stabil gelagert werden konnte, war beim formulierten E. tasmaniensis nach wenigen Wo-
chen ein rascher Abfall der Lebendzellzahl bei RT zu beobachten. Die Lagerung bei 4°C 
ermöglichte eine stabile Aufbewahrung von E. tasmaniensis von bis zu neun Monaten. Auf 
der Blüte, dem primären Einsatzort des Antagonisten, zeigten B. amyloliquefaciens max. 
50% und E. tasmaniensis max. 80% Wirkungsgrad von im Laborassay. Die Entwicklung 
der Antagonisten auf der Blüte war vergleichbar, es zeigte sich allerdings ein deutlicher 
Unterschied bezüglich der maximalen Zelldichte. Im Fall von B. amyloliquefaciens war 
diese 10 bis 100-fach geringer als die von E. tasmaniensis. Untersuchungen zum Sporenan-
teil auf der Blüte ergaben, dass 24 h bis 36 h nach der Applikation von 
B. amyloliquefaciens FZB42 die Zellen sporulieren. Im Freiland konnte E. tasmaniensis in 
drei Jahren, auch bei hohem Feuerbrandbefall, konstante Wirkungsgrade von ca. 60% er-
reichen. Die Wirkung von B. amyloliquefaciens war stark von der Zugabe von Additiven 
abhängig und lag bei ca. 50%. Die Bestimmung von Eigenschaften, die eine Rolle beim 
Antagonismus spielen, ist ein wichtiger Aspekt für die Selektion. Dazu zählt auch die An-
passung an den Lebensraum auf der Blüte. Der genetische Hintergrund einer Transposon-
mutante von E. tasmaniensis mit einem auffälligen Phänotyp bezüglich Adhäsion und 
Pigmentbildung wurde genauer untersucht und auf homologe Eigenschaften in 
E. amylovora überprüft. Für eine effektivere Vorselektion potentieller Feuerbrandantago-
nisten wurde mit der Entwicklung eines in planta Screenings im 96-Well Format begon-
nen. 
Abstract 
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Abstract 
Erwinia tasmaniensis and Bacillus amyloliquefaciens are bacterial antagonists with similar 
inhibitory effects on the Fire Blight pathogen Erwinia amylovora in co-culture. Applica-
tion of the antagonists’ supernatants to growing E. amylovora cells confirmed differences 
in the potential modes of action of both antagonists. Whereas B. amyloliquefaciens pro-
duces toxins with inhibitory effects on E. amylovora, the antagonism of E. tasmaniensis is 
based on competition for nutrients and no toxin production could be detected. Similar effi-
ciencies have been observed between isolates of the species B. amyloliquefaciens. With 
regard to the practical application of these antagonists, formulated product samples were 
used in laboratory and field experiments. There was no disadvantage of formulated cells 
concerning growth in comparison to growth of non-formulated cells. However, both an-
tagonists differed in their storability: Whereas spore formulations of B. amyloliquefaciens 
could be stored for at least two years without disadvantages, formulated E. tasmaniensis 
cells showed a rapid decrease in living cell counts when kept at RT for a few weeks. Stor-
age at 4°C allowed the maintenance of a stable number of living cells for at least nine 
months. On the flower, the primary point of use for antagonists in Fire Blight control, 
B. amyloliquefaciens and E. tasmaniensis reached maximal efficiencies from 50% to 80% 
in vitro. The development of cells on the flower was similar between both antagonists. 
However, B. amyloliquefaciens revealed a difference regarding maximal cell numbers on 
the flowers. Final densities of B. amyloliquefaciens were 10 to 100-fold lower than E. tas-
maniensis. Examination of the amount of spores on the flower showed, that 24 h to 36 h 
post application of B. amyloliquefaciens cells began to sporulate. In field trials 
E. tasmaniensis was able to reach constant efficiencies of approx. 60% in three years, even 
at high infestation levels. The efficiency of B. amyloliquefaciens strongly depended on the 
application of additives and reached a maximum of approx. 50%. The determination of 
features which play a role in antagonism is an important aspect for the selection of candi-
dates in biological control of Fire Blight. These include antagonist-plant interactions as 
well as adaptation to the living space on the flower. The genetic background of an 
E. tasmaniensis transposon mutant, which showed a conspicuous phenotype regarding ad-
hesion and pigment formation, was examined. A similar function of the impaired gene was 
also investigated in E. amylovora. The development of an in planta screening system in a 
96-well format was started in this work to contribute for a more effective pre-selection of 
potential Fire Blight antagonists.    
1. Einleitung 
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1. Einleitung 
Feuerbrand ist eine der gravierendsten bakteriellen Infektionen im Obstbau. 1871 wurde 
die Krankheit erstmals erwähnt. Der Phytopathologe Thomas J. Burrill beschrieb damals 
eine Erkrankung, die in Nordamerika Birnenbäume befiel (Burrill 1871). Heutzutage ist 
der Feuerbrand weit verbreitet und kann auch in Europa, in Nordafrika, im mittleren Osten 
und Neuseeland gefunden werden (siehe Abbildung 1). Zum Wirtspflanzenkreis zählen bis 
zu 200 Arten aus 40 Gattungen der Familie der Rosaceae. Dazu zählen zum einen Obstsor-
ten wie Apfel (Malus spp.), Birne (Pyrus spp.) und Quitte (Cydonia sp.), aber auch eine 
Reihe Zierholzgewächse wie Zwergmispel (Cotoneaster sp.), Mehlbeere (Sorbus sp.) und 
Weißdorn (Crategus sp.) (Van Der Zwet &  Keil 1979). Feuerbrand ist eine zerstörerische 
Krankheit, die sich innerhalb kurzer Zeit ausbreiten kann. Die Folge ist nicht nur das Ab-
sterben einzelner Bäume; ein Befall kann im schlimmsten Fall zur Rodung ganzer Obstan-
lagen führen. Die damit einhergehenden Verluste für den Obstbauern sind enorm, sodass 
ein großes Interesse daran besteht diese Krankheit weitestgehend einzudämmen (Vanneste 
2000). Antibiotika sind gegen den Feuerbranderreger sehr effektiv, aber u.a. in Deutsch-
land nicht als Pflanzenschutzmittel zugelassen (www.bvl.bund.de/infopsm). Ein Mittel, das 
eine ähnlich effektive Wirkung wie die Antibiotika zeigt, ist bisher nicht auf dem Markt. 
Die Entwicklung von effektiven Alternativen, die zur Bekämpfung des Feuerbandes einge-
setzt werden können, ist daher von besonderer Bedeutung. 
 
Abbildung 1: Übersicht über die Verbreitung des Feuerbrands. Die orange markierten Flächen zeigen 
die Länder, in denen Feuerbrandinfektionen beobachtet wurden. Betroffen sind Nord- und Mittelamerika, 
Europa, der mittlere Osten, Asien, Nordafrika und Neuseeland (nach: Eppo (2016a), Stand 29.03.2016). 
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1.1 Der Feuerbranderreger: Erwinia amylovora (Burrill) Winslow et al.  
Burrill (1883) beschrieb den Feuerbranderreger Erwinia amylovora (Winslow et al. 1920) 
als erstes bakterielles Pflanzenpathogen. Es handelt sich dabei um ein stäbchenförmiges 
Gram-negatives Enterobakterium, in dessen Familie auch Human- und Tierpathogene zu 
finden sind (Breed et al. 1957). Die optimale Wachstumstemperatur von E. amylovora liegt 
bei 28°C. Bei Temperaturen in einem Bereich von 12 bis 21°C ist die Wachstumsrate deut-
lich verringert (Shrestha et al. 2005). Zwischen verschiedenen Isolaten gibt es deutliche 
Unterschiede. Isolate von infizierten Rubus Pflanzen sind beispielsweise nicht-pathogen 
auf Malus (Ries &  Otterbacher 1977), können aber zum Teil Symptome auf unreifen Bir-
nen verursachen (Powney et al. 2011). Darüber hinaus können verschiedene Stämme auch 
einen Unterschied in ihrer Aggressivität aufweisen (Cabrefiga &  Montesinos 2005).  
1.1.1 Das hrp System und Dsp Proteine 
Beim Feuerbranderreger wurden zwei Hauptfaktoren beschrieben, die mit der Pathogenität 
dieses Organismus einhergehen. Dabei handelt es sich zum einem um ein Typ 3 Sekreti-
onssystem (T3SS), das auf der Pathogenitätsinsel PAI-1 kodiert und als etablierter Patho-
genitätsfaktor beschrieben ist (Oh et al. 2005). Die Gene für das T3SS liegen auf dem hrp 
(hypersensitive reaction and pathogenicity) Operon. Die Expression dieser Gene führt zur 
Sekretion von Effektorproteinen in das Cytosol der Pflanzenzelle, wodurch eine hypersen-
sitive Reaktion (HR) auf Nicht-Wirtspflanzen ausgelöst wird, die zum Absterben von Zel-
len um die Infektionsstelle herum führt (Buttner &  He 2009). Das Einschleusen dieser 
disease specific proteins (Dsp) in die Wirtspflanze trägt erheblich zur Symptombildung bei 
(He et al. 2004). hrp-negative Mutanten von E. amylovora sind apathogen (Gaudriault et 
al. 1997; Bogdanove et al. 1998).  
Die Expression der hrp Gene wird stark durch Umweltsignale wie pH-Wert, Temperatur 
und Nährstoffgehalt kontrolliert (Wei et al. 1992). Zhao et al. (2005) zeigten, dass es bei 
der Infektion von unreifen Birnen u. a. zu einer Hochregulierung der Genexpression des 
T3SS kommt. Pester et al. (2012) zeigten, dass bereits 24 bis 48 h nach Inokulation der 
Blüte das Expressionslevel von hrpL (Regulator) und den hrp-regulierten Virulenzgenen 
hrpA (Pili), hrpN (Translokator) und dspA/E (Effektoren) ansteigt. Dies zeigte, dass dieses 
System in der frühen Phase der Infektion eine wichtige Rolle spielt.  
  
1. Einleitung 
5 
 
1.1.2 Amylovoran- und Levansynthese 
Ein weiterer wichtiger Pathogenitätsfaktor von E. amylovora ist die Synthese von Exopo-
lysacchariden (EPS). Amylovoran ist der wichtigste Faktor in E. amylovora, der zur Bio-
filmbildung beiträgt und der ebenfalls als essentieller Pathogenitätsfaktor beschrieben ist 
(Koczan et al. 2009).  
Bei Amylovoran handelt es sich um ein kapsuläres Polysaccharid, das aus wiederholenden 
Einheiten von Glucoronsäure und vier Galactosemolekülen besteht (Nimtz et al. 1996). Die 
Kapsel dient als Schutz vor der Pathogenerkennung der Wirtspflanze und damit verbunde-
nen Abwehrreaktionen (Geider 2000). Die Menge an produziertem EPS spielt eine Rolle 
bei der Stärke der Virulenz (Ayers et al. 1979; Maes et al. 2001). Mutanten mit einem De-
fizit in der Amylovoransynthese sind apathogen und nicht mehr in der Lage, sich innerhalb 
der Pflanze auszubreiten (Bellemann &  Geider 1992).  
Ein weiteres Exopolysaccharid, das E. amylovora bildet, ist Levan, ein Homopolymer be-
stehend aus mehreren Fructose-Einheiten (Gross et al. 1992). Das Enzym Levansucrase ist 
in der Lage, die auch auf der Blüte vorhandene Sucrose zu spalten und - unter Freisetzung 
von Glucose - einzelne Fructoseeinheiten zu Levan zu polymerisieren (Geier &  Geider 
1993). Levan trägt ebenfalls zur Biofilmbildung bei, spielt bei der Pathogenität allerdings 
keine direkte Rolle, sondern trägt zur Virulenz bei (Koczan et al. 2009). Ein Defekt der 
Levansynthese führt zu einer verlangsamten Symptomausbildung (Geier &  Geider 1993). 
Amylovoran und Levan bilden einen wichtigen Komplex bei der Biofilmbildung, der dazu 
beiträgt, dass das Pathogen erfolgreich das Xylem besiedeln und dort große Populations-
dichten bilden kann (Koczan et al. 2011). Biofilme können zum einen Schutz vor abioti-
schen Faktoren wie z.B. Trockenheit bieten, zum anderen aber auch dazu beitragen die 
pflanzlichen Abwehrmechanismen zu umgehen (Denny 1995). Die Expression der Levan-
sucrase als auch die Regulation der Amylovoransynthese wird nach der Infektion von un-
reifen Birnenscheiben hochreguliert (Zhao 2005). 
1.1.3 Sorbitol- und Sucrosemetabolismus 
Um auf der Pflanze überleben zu können, muss eine adäquate Nährstoffversorgung gesi-
chert sein. Pflanzen aus der Familie der Rosaceae nutzen hauptsächlich Sorbitol und Suc-
rose als Speicher- und Transport-Kohlenhydrate (Bogs &  Geider 2000). Die höchste Kon-
zentration an Sucrose in Malus ist im Nektar zu finden und damit in unmittelbarer Umge-
bung der primären Eintrittspforte des Feuerbranderregers (Braun &  Hildebrand 2005).  
Der Sucrosemetabolismus stellt somit einen wichtigen Aspekt bei der Kolonisierung der 
Pflanze dar (Thomson 1985).  
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E. amylovora Stämme mit einer Mutation im scr Regulon, sind nicht mehr in der Lage 
Sucrose zu verwerten und zeigen eine deutlich verminderte Symptomausbildung nach In-
fektion von Blättern von Apfelsämlingen.  
Die an der Blattspitze applizierten Mutanten sind außerdem stark bei der Kolonisierung des 
Pflanzengewebes eingeschränkt (Bogs &  Geider 2000). Mutanten von E. amylovora mit 
einem Defekt in der Sorbitolverwertung sind virulent auf unreifen Birnenscheiben, verur-
sachen aber keine signifikanten Symptome nach der Infektion von Apfeltrieben (Aldrige et 
al. 1997). In den Blättern von Malus ist Sorbitol das primär vorkommende Kohlenhydrat, 
während bei Rubus weder in den Blättern noch im Nektar Sorbitol nachgewiesen werden 
konnte (Braun &  Hildebrand 2005). Wachstumsversuche zeigten, dass E. amylovora 
Stämme, die von Malus isoliert wurden, bei der Kultivierung mit Sucrose oder Sorbitol als 
C-Quelle ähnliche Wachstumsraten aufwiesen. Isolate von Rubus hingegen wachsen in 
Gegenwart von Sorbitol deutlich schlechter (Braun &  Hildebrand 2005).  
1.2 Die Feuerbrandinfektion  
Für den Feuerbranderreger können alle zugänglichen Pflanzenteile wie Blüten, Blätter und 
Triebe, insbesondere nach Verwundung, als Eintrittspforte in die Pflanze dienen. Abbil-
dung 2 zeigt eine schematische Darstellung des Infektionszyklus von E. amylovora (modi-
fiziert nach Wilcox (1994)).  
 
Abbildung 2: Schematische Darstellung des Feuerbrand-Infektionszyklus (modifiziert nach Wilcox 
(1994)). 
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Die Primärinfektion findet in der Regel im Frühling auf frisch geöffneten Blüten statt 
(Schroth et al. 1974; Van Der Zwet &  Beer 1991). Eine mögliche Inokulumquelle sind 
sogenannte Canker, befallene Stellen im Holz, in denen das Pathogen überwintern kann. 
Wenn im Frühjahr die Temperatur ansteigt, vermehren sich die Bakterien und bilden 
Schleim, der von Insekten, Regen und Wind verteilt wird (Miller 1929; Thomas &  Ark 
1934). Bienen, die wichtigsten Bestäuber von Malus und Pyrus, können bei Anflug einer 
kontaminierten Blüte den Erreger aufnehmen und von Blüte zu Blüte verbreiten 
(Hildebrand &  Phillips 1936). Die Bedingungen für das Pathogenwachstum in der Natur 
variieren stark und sind abhängig von der Nektarzusammensetzung und -konzentration, 
den vorherrschenden Umwelteinflüssen und der Morphologie der Blüte (Johnson &  
Stockwell 1998). Regen und Tau können einen verdünnenden Effekt auf den Blütennektar 
haben. Die daraus resultierende Reduzierung des osmotischen Drucks erleichtert eine 
mikrobielle Kolonisierung der Blüte (Johnson &  Stockwell 1998; Pusey 2000). Nach 
Übertragung des Erregers auf die Blüte wächst dieser zunächst in einer epiphytischen Pha-
se auf der Narbe. Anschließend erfolgt die Migration des Erregers entlang des Griffels zum 
Blütenboden. Dieser Weg kann durch feuchte Bedingungen begünstigt werden. Schließlich 
erfolgt der Eintritt ins Gewebe durch die Nektarthoden (Thomson 1985; Hattingh et al. 
1986). Etwa ein bis zwei Wochen nach der Infektion fangen die Blüten an abzusterben. 
Das Verbräunen der Blüten und die Bildung von Schleimtropfen an den Blütenstielen sind 
in der Regel die ersten Symptome, die beobachtet werden können (Abbildung 3A).  
A               B 
                           
Abbildung 3:  Symptome der Feuerbrandinfektion (Fotos: A. Wensing). A: Infizierte Blüte mit Schleim-
bildung am Stiel. B: Infizierter Trieb mit welken Blättern.  
Die Bildung von Schleimtropfen bestehend aus EPS und Bakterien dient als Inokulumquel-
le für Sekundärinfektionen. Die Symptome können sich über Triebe und in die Unterlage 
ausbreiten (Momol et al. 1998).  
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Das Verstopfen der Leitgefäße durch Amylovoran führt zu einer Unterversorgung mit 
Wasser und hat das Welken von Blättern und Trieben von der Spitze her zur Folge (Abbil-
dung 3B) (Sjulin &  Beer 1977). Eine erfolgreiche Infektion hängt von einer Reihe Fakto-
ren ab. Dazu zählen die vorherrschenden Umweltbedingungen (Pusey 2000), die Virulenz 
des Pathogens (Cabrefiga &  Montesinos 2005) und die Sortenempfindlichkeit (Van Der 
Zwet &  Keil 1979). Taylor et al. (2003) beschrieben, dass im Freiland erste Symptome 
sichtbar werden, wenn E. amylovora nach vier Tagen eine Zelldichte von 1x10
6
 cfu / Blüte 
erreicht. Suboptimale Bedingungen können allerdings teilweise durch eine entsprechend 
hohe Dichte an Inokulum kompensiert werden (Shwartz et al. 2003).  
1.3 Feuerbrandbekämpfung 
Um einer möglichen Feuerbrandinfektion entgegenzuwirken, ist der Behandlungszeitpunkt 
von entscheidender Bedeutung. Das primäre Ziel sollte dabei der Schutz der frisch geöff-
neten Blüten sein. Doch schwankende Witterungsbedingungen machen es schwer, den op-
timalen Zeitpunkt für eine Behandlung gegen den Feuerbrand zu bestimmen, wenn die 
Behandlung mit Pflanzenschutzmitteln auf ein Minimum reduziert werden soll.  
Die Pflanzenschutzdienste arbeiten mit Prognose-Modellen, die zur Blütezeit Temperatur 
und Nässeereignisse bewerten, um eine möglichst genaue Voraussage über das Risiko ei-
ner Feuerbrandinfektion zu treffen. Eine Anpassung der Modelle an bestimmte Standort-
bedingungen spielt dabei eine wichtige Rolle (Billing 1980, 2007). Nach dem Maryblyt
TM
 
Modell spielen vier Hauptkriterien eine Rolle beim Auftreten eines Infektionsrisikos. Dazu 
zählen nach Moltmann (2004): 1. Offene Blüten. 2. Eine Summe von Stundengraden 
≥ 18,3°C. 3. Niederschlagsmengen von ≥ 0,25 mm durch Regen oder Tau oder ≥ 2,5 mm 
Niederschlag am Vortag. 4. Eine Tagesdurchschnittstemperatur von ≥ 15,6°C.   
In der Medizin sind Antibiotika das probateste Mittel gegen bakterielle Infektionen. Ihr 
Einsatz im Bereich des Pflanzenschutzes ist allerdings nur in den wenigsten Ländern er-
laubt, da Bedenken wegen einer möglichen Resistenzbildung und des möglichen Auftre-
tens von Rückständen der Antibiotika in Früchten und Honig bestehen (Stockwell &  
Duffy 2012). In den USA wird Streptomycin zur Feuerbrandbekämpfung eingesetzt. 1971 
traten dort die ersten resistenten E. amylovora Stämme gegen dieses Antibiotikum auf 
(Miller &  Schroth 1972). In der EU wird eine Antibiotika-freie Bekämpfung des Feuer-
brands angestrebt. Als chemische Alternative wurde beispielsweise ein Kaliumalaun 
(LMA) getestet, das gute Ergebnisse im Freiland erzielt. Der Wirkungsgrad von LMA lag 
im Durchschnitt 10% bis 15% niedriger als der von Streptomycin (Fried 2013).  
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Auch der Einsatz biologischer Kontrollorganismen ist eine Möglichkeit zur Feuerbrandbe-
kämpfung. Durch den Aufbau einer stabilen Antagonistenpopulation lassen sich Pathogene 
unterdrücken, sei es durch Konkurrenz um Lebensraum und/oder Nährstoffe oder durch die 
Bildung von für das Pathogen toxischen Substanzen (Loper &  Buyer 1991).  
Verschiedene Hefen sind als Feuerbrandantagonisten beschrieben, wie z.B. Candida sake 
und Metschnikowia pulcherrima (Pusey et al. 2009). Als kommerzielles Produkt ist 
Blossom Protect
TM 
verfügbar, das auf dem Organismus Aureobasidium pullulans basiert. 
Der Antagonist ist in der Lage die Blüte zu kolonisieren. Gleichzeitig sorgt die Applikation 
zu einem Absinken des pH-Wertes auf der Blütenoberfläche von neutral in einen sauren 
Bereich. Dadurch wird die Entwicklung des Feuerbrandpathogens blockiert. Der mittlere 
Wirkungsgrad von Blossom Protect
TM 
lag in Freilandversuchen bei 78% (Bio-Ferm 2012). 
Trotz des hohen Wirkungsgrades gegen E. amylovora ist der Einsatz dieses Antagonisten 
schwierig, da einige empfindliche Obstsorten bei der Behandlung Berostungsschäden auf-
weisen (Heidenreich et al. 1997). Außerdem muss der Einsatz mit Fungizidbehandlungen 
abgestimmt werden, die beispielsweise regelmäßig zur Bekämpfung des Apfelschorfs 
(Venturia inaequalis) angewendet werden (Bio-Ferm 2012).  
Auch Bakteriophagen zeigen eine Wirkung gegen E. amylovora. Die Effektivität fällt aber 
unterschiedlich aus, da verschiedene Phagenisolate eine hohe Wirtsspezifität aufweisen 
(Gill et al. 2003). Zudem ist die kurze Überlebensdauer von Bakteriophagen in der Phyl-
losphäre problematisch (Iriarte et al. 2007).  
1.3.1 Bakterielle Antagonisten 
Epiphytische Bakterien können ebenfalls als Antagonisten gegen Pathogene eingesetzt 
werden. Die vermuteten Wirkungsweisen der aktiven Mikroorganismen sind dabei ver-
schieden. Pseudomonas fluorescens A506 (z.B. in Nordamerika als BlightBan
® 
A506 ver-
trieben) hat die Fähigkeit gut auf der Oberfläche von Apfel- und Birnenblüten zu wachsen, 
was eine schnelle Etablierung des Antagonisten auf der Pflanze und damit die Unterdrü-
ckung des Wachstums von E. amylovora ermöglicht (Johnson et al. 1993). Um einen guten 
Wirkungsgrad zu erreichen, ist die präventive Applikation des Antagonisten nötig (Wilson 
&  Lindow 1993).  
Pantoea agglomerans C9-1 (in Nordamerika als BlightBan
® 
C1-9 erhältlich) ist ebenfalls 
in der Lage hohe Zelldichten (bis zu 1x10
6
 cfu) auf der Blüte zu erreichen (Stockwell et al. 
1998). Darüber hinaus bildet dieser Stamm das Toxin Herbicolin.  
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Die Behandlung von unreifen Birnenscheiben mit dem Antagonisten vor der Inokulation 
mit E. amylovora führte zu einer verminderten Infektionsrate. Die Behandlung mit 
aufgereinigtem Toxin zeigte vergleichbare Hemmwirkungen wie der Einsatz des Antago-
nisten (Ishimaru et al. 1988).  
In weiten Teilen der EU wird Serenade MAX
®
 - basierend auf Bacillus subtilis QST 713 - 
als Antagonist gegen eine Vielzahl von Pflanzenkrankheiten eingesetzt (Aldwinckle et al. 
(2002).  
Die beschriebenen Wirkmechanismen beruhen auf der Konkurrenz um Lebensraum und 
Nährstoffe, der Synthese von Lipopetiden mit antimikrobieller Wirkung sowie als Barriere 
gegen eine Oberflächenanheftung und dem Eindringen von Pathogenen ins Pflanzengewe-
be (Edgecomb &  Manker 2006). Sammer et al. (2009) wiesen in P. agglomerans 48b die 
Bildung des Toxins 2-Amino-3-(Oxiran-2,3-Dicarboxarmido)-Propanoyl-Valin (APV) 
nach. Neben der Hemmung von E. amylovora wirkt APV unter Laborbedingungen auch 
auf andere Pflanzenpathogene wie diverse Pseudomonas syringae Pathovare, Agrobacte-
rium tumefaciens sowie auf das Humanpathogen Candida albicans und die Hefe Yarrowia 
lipolytica. Die Hemmung von E. amylovora mit einer APV-negativen Mutante auf unreifen 
Birnenscheiben und der Blüte ist mit dem Wildtyp vergleichbar. Die Bildung stabiler Po-
pulationsdichten lag zwischen Mutante und Wildtyp vergleichbar bei 1x10
7
 cfu / Blüte bis 
1x10
8
 cfu / Blüte bei der Ko-Inokulation mit E. amylovora (Sammer et al. 2012).  
Das Wirkungsprinzip einiger Antagonisten beruht somit nicht unbedingt auf einem einzel-
nen Faktor. Vielmehr gibt es mehrere Eigenschaften, die eine Rolle bei der Hemmung ei-
nes Pathogen spielen können. 
1.3.1.1 Erwinia tasmaniensis 
Zu der Gattung Erwinia zählen neben E. amylovora noch weitere Pflanzenpathogene wie 
E. pyrifoliae (Rhim et al. 1999) und E. piriflorinigrans (Lopez et al. 2011). Es gibt aber 
auch nicht-pathogene Vertreter dieser Gattung wie E. tasmaniensis und E. billingae. 
E. tasmaniensis wurde erstmals von Apfel- und Birnenblüten in Australien isoliert (Geider 
et al. 2006a), wo der Feuerbrand nicht verbreitet ist (siehe auch Abbildung 1). Die Anpas-
sung an das Überleben auf der Blüte, stellt einen Vorteil bei dem Einsatz von 
E. tasmaniensis als Antagonist dar (Jakovljevic et al. 2008). Dazu zählen die Eigenschaften 
der Adhäsion, Biofilmbildung, Beweglichkeit sowie die Fähigkeit ein breites Spektrum an 
Nährstoffen für den Metabolismus zu nutzen (Kube et al. 2008; Kube et al. 2010).  
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Bei einem gezielten Screening nach E. tasmaniensis in Pflanzenproben aus Afrika und 
Europa konnte diese Art ebenfalls nachgewiesen werden, sodass eine weltweite Verbrei-
tung nicht auszuschließen ist (Jakovljevic et al. 2008; Kube et al. 2008). Der Einsatz dieses 
Antagonisten bei Infektionsversuchen auf unreifen Birnen und auf Apfelblüten zeigte, dass 
die Applikation hoher Zelldichten von E. tasmaniensis zu einer Wachstumsreduzierung 
von E. amylovora führt (Geider et al. 2006a; Jakovljevic et al. 2008; Kube et al. 2008; 
Kube et al. 2010). In Freilandversuchen zeigte E. tasmaniensis eine deutlich bessere Wir-
kung gegen den Feuerbrand als beispielsweise E. billingae (Fried 2008, 2009).  
In Tabelle 1 ist ein Vergleich wichtiger Eigenschaften zwischen dem Pathogen 
E. amylovora und dem Antagonisten E. tasmaniensis dargestellt, die bei der Interaktion mit 
der Pflanze eine Rolle spielen. In E. tasmaniensis konnte kein kapsuläres EPS identifiziert 
werden, wodurch eine mögliche Invasion von Pflanzenzellen durch die Erkennung der 
pflanzeneigenen Abwehrreaktionen erschwert wird (Kube et al. 2008). Die Synthese von 
Levan ermöglicht es E. tasmaniensis die hohen Sucrosekonzentrationen auf der Blüte zu 
nutzen, indem die entlassene Glucose als C-Quelle genutzt werden kann. Auch ein Schutz 
gegen die Abwehrmechanismen der Pflanze ist denkbar (Jakovljevic et al. 2008). Sowohl 
das Pathogen als auch der Antagonist produzieren AI-2 als Signalmoleküle zur Kommuni-
kation zwischen Spezies (Mohammadi &  Geider 2007). E. tasmaniensis besitzt ein zu 
E. amylovora homologes T3SS, allerdings fehlt die HAE Region, in der Gene für die Sek-
retion von T3SS Proteinen und hrp-assoziierten Virulenzgenen kodiert sind. Diese Gene 
sind für die Virulenz des Feuerbranderregers in Apfel essentiell (Oh et al. 2005; Kube et al. 
2008). Bei Anzucht in hrp induzierendem Medium lässt sich allerdings auch mit 
E. tasmaniensis eine HR auf Tabak induzieren (Jakovljevic et al. 2008). 
Tabelle 1: Vergleich einiger Eigenschaften von E. amylovora und E. tasmaniensis (modifiziert nach 
Geider et al. (2006b); Palacio-Bielsa et al. (2012). kaps. EPS = Amylovoran, AHL = Acyl-Homoserin-
Lacton Synthese, AI-2 = Autoinducer 2 Produktion, HR = Hypersenstive Reaktion.  
 
Bakterium 
 
kaps. EPS 
 
Levan 
 
AHL  
 
AI-2 
Virulent 
(Apfel/ Birne) 
HR 
( Tabak) 
E. amylovora Ja Ja Nein Ja Ja Ja 
E. tasmaniensis Nein Ja Nein Ja Nein (Ja)
*
 
*
 
Nach Anzucht in Induktionsmedium
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Für das Wachstum auf der Pflanze muss der Antagonist gut angepasst sein. Die Anheftung 
auf der Pflanze ist ein wichtiger Aspekt bei der Besiedelung der Pflanzenoberfläche. Darü-
ber hinaus sind Bakterien in der Phyllosphäre teilweise intensiver Sonneneinstrahlung aus-
gesetzt (Lindow &  Brandl 2003). P. agglomerans bildet ein gelbes Pigment, wodurch das 
Bakterium eine höhere Strahlungstoleranz im Vergleich zu nicht-pigmentierten Arten wie 
z.B. Escherichia coli aufweist (Brenner et al. 2005; Le-Tien et al. 2007). Dies zeigten auch 
Klonierungsversuche, in denen die Gene für die Pigmentbildung in E. coli eingebracht 
wurden (Tuveson et al. 1988). Pflanzenpathogene wie P. syringae und Xanthomonas 
campestris bilden außerdem Adhesine, die die Anheftung auf der Pflanzenoberfläche be-
günstigen und einen wichtigen Aspekt bei der Kolonisierung der Pflanze spielen 
(Romantschuk et al. 1994).  
Bei der Erstellung von Transposonmutanten von E. tasmaniensis 1/99 am JKI Dossenheim 
zeigte eine Mutante mit einer Insertion im Gen ymoB einen auffälligen Phänotyp (nicht 
publiziert). So zeigte die Mutante im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich gelbe Pigmen-
tierung (Abbildung 4). Außerdem zeigt die Mutante eine stärkere Adhäsion als der Wildtyp 
und bei der Flüssigkultivierung bildet sich auf der Oberfläche des Mediums eine Kahm-
haut. Beide Eigenschaften können bei der Entwicklung auf der Pflanze von Vorteil sein. 
A                 B           
                                                  
Abbildung 4: Vergleich der Koloniemorphologie zwischen der Mutante E. tasmaniensis 1/99 Sm 
ymoB::Tn5_Km
R 
(A) und dem E. tasmaniensis 1/99 Sm Wildtyp (B). Die Bakterien wurden auf St. I Plat-
ten ausgestrichen und für 24 h bei 28°C inkubiert. 
1.3.1.2 Bacillus amyloliquefaciens und Paenibacillus polymyxa  
Bazillen sind geschätzte Kandidaten im Bereich der Biokontrolle. Ihre antagonistische 
Wirkung kann auf Komponenten wie toxischen Substanzen beruhen (Shoda 2000) oder mit 
der Stärkung der Wirtspflanze einhergehen, wodurch das Wachstum der Pflanze gefördert 
oder pflanzeneigene Verteidigungsmechanismen stimuliert werden (Kloepper et al. 2004).  
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Darüber hinaus bieten Bazillen einen Vorteil in Hinblick auf eine praktische Anwendung. 
Die Bildung von Sporen, die tolerant gegenüber Strahlung und Hitze sind, erleichtern die 
Lagerung und das Herstellen einer applizierbaren Formulierung als Pflanzenschutzprodukt 
(Raajmakers et al. 2002; Haas &  Defago 2005). 
Bacillus amyloliquefaciens FZB42 ist ein Gram-positives Bakterium, das aus pathogen-
belasteten Bodenproben isoliert wurde (Krebs et al. 1998). B. amyloliquefaciens FZB42 ist 
über die ABiTEP GmbH als Biodüngemittel kommerziell erhältlich 
(http://www.abitep.de). Durch die starke Kolonisierung der Wurzeln und Bildung von Phy-
tohormonen fördert B. amyloliquefaciens FZB42 das Pflanzenwachstum und ermöglicht 
der Pflanze durch eine gesteigerte Vitalität eine höhere Toleranz gegenüber biotischem und 
abiotischen Stress (Idris et al. 2007).  
Das Genom von B. amyloliquefaciens hat eine Größe von 3,9 Mb. Etwa 8,5% der geneti-
schen Kapazität wird für die Synthese von Sekundärmetaboliten genutzt (Chen et al. 
2009a). Es konnten diverse Gencluster identifiziert werden, die eine Rolle in der Biokon-
trolle von pathogenen Organismen spielen (Koumoutsi et al. 2004). Molekularbiologische 
Untersuchungen zeigten, dass B. amyloliquefaciens FZB42 fünf Gencluster besitzt (srf, 
bmv, fen, nrs, dhb), die für nicht-ribosomal synthetisierte Toxine kodieren. Deren Biosyn-
these erfolgt an einem Multienzymkomplex, der nicht-ribosomalen Peptidsynthase (NRPS) 
(Koumoutsi et al 2004). Die Peptide weisen eine hohe strukturelle Heterogenität auf. Für 
die Elongation der Peptidketten sind drei Domänen essentiell: Eine Adenylat-, eine 
Peptidyl-Carrier- (PC) und die Kondensationsdomäne (Chen et al. 2007).  
Drei weitere Gencluster (mln, bae, dif) kodieren für die Polyketide Difficidin, Macrolatin 
und Bacillaen (Chen et al. 2006) und werden über eine Claisen Kondensation aus einer 
Acetyl-CoA Vorstufe synthetisiert. Eine Acyltransferase, eine Ketosynthase und eine 
Acyl-Carrier- (AC) Domäne werden für die Synthese benötigt, bei der je nach Anzahl der 
eingebauten Acetyl-CoAs eine Kettenverlängerung stattfindet (Walsh 2004). Mit Ausnah-
me von Bacilysin ist die Synthese der Toxine von einer Phospho-pantheinyl-Transferase 
(Sfp) abhängig, die für die Aktivierung der PC- bzw. AC-Domänen zuständig ist. In einer 
sfp Knock-out Mutante wird keines der Sfp-abhängigen Toxine gebildet (Chen et al. 2007). 
Ein weiteres essentielles Protein ist das Membranprotein YczE, das höchstwahrscheinlich 
eine Rolle bei der Verankerung der Synthasen in der Membran spielt (Chen et al. 2007).  
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Einige der Cluster konnten im Vergleich zum Modellorganismus B. subtilis 168 spezifisch 
B. amyloliquefaciens FZB42 zugeordnet werden (siehe Tabelle 2). Aufgrund einer Frame-
Shift Mutation im Gen sfp werden die nicht-ribosomalen Lipopeptide und Polyketide in 
B. subtilis 168 nicht gebildet (Mootz et al. 2001). 
Chen et al. (2009b) bestimmten, welche Toxine eine direkte Wirkung auf das Feuerbrand-
pathogen E. amylovora haben. Dazu wurden verschiedene Mutanten konstruiert: Eine ∆dfn 
Mutante, produzierte kein Difficidin mehr, dafür aber die Polyketide Bacillaen und Macro-
latin. Die ∆bae ∆mln Doppelmutante produzierte lediglich Difficidin. Auf der Blüte zeigen 
alle Mutanten eine Hemmwirkung gegen das Feuerbrandpathogen, der Wirkungsgrad der 
∆dfn Mutante ist im Vergleich zum Wildtyp und der ∆bae ∆mln Mutante minimal verrin-
gert (um ca. 5%). In weiterführenden Untersuchungen stellten Chen et al. (2009c) fest, 
dass auch eine ∆sfp Mutante, die keine Polyketide mehr synthetisieren kann, im Agar-
Diffusionstest einen vergleichbaren Hemmeffekt auf E. amylovora aufweist wie der Wild-
typ, die ∆dif und die ∆bac ∆mln Mutante. Lediglich eine ∆sfp ∆bac Doppelmutante zeigte 
keinen Hemmeffekt mehr, was darauf hindeutet, dass das von Sfp-unabhängig synthetisier-
te Dipeptid Bacilysin ebenfalls eine Rolle bei der Hemmung von E. amylovora spielt.  
Tabelle 2: Übersicht über Gencluster zur Synthese von Toxinen in B. amyloliquefaciens FZB42 und 
B. subtilis 168 im Vergleich (modifiziert nach Chen et al. 2007; Chen et al 2009a). NRPS = nicht-
ribosomale Peptidsynthase, PKS = Polyketidsynthase, Sfp = 4-Phosphopantetheinyl-Transferase, YczE = 
Membranprotein, + = vorhanden, - = nicht vorhanden 
Bezeichnung (Cluster) Ba FZB42 Bs 168 Synthese Abhängig von
*
 
Surfactin (srf) + + NRPS Sfp 
Bacillomycin D (bmy) + - NRPS/PKS Sfp, YczE 
Fengycin (fen) + + NRPS Sfp 
Putatives Peptid (nrs) + - NRPS ? 
Bacillibactin (dhb) + + NRPS Sfp 
Bacilysin (bac) + + NRPS - 
Macrolatin (mln) + - PKS Sfp, YczE 
Bacillaen (bae) + + PKS/PKS Sfp, YczE 
Difficidin (dfn) + - PKS Sfp, YczE 
*Aufgrund einer Frame-Shift Mutation in sfp werden die Sfp-abhängigen Toxine in B. subtilis 168 nicht 
gebildet. 
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Ein ebenfalls Gram-positiver Organismus, der Toxine mit antimikrobieller Wirkung pro-
duziert ist Paenibacillus polymyxa. Dieses Bakterium konnte aus der Rhizosphäre diverser 
Getreidesorten und Futtergräsern isoliert werden (Lindberg &  Granhall 1984). Neben der 
Eigenschaft das Pflanzenwachstums fördern zu können (Lebhuhn et al. 1997), zeigt 
P. polymyxa auch eine direkte Wirkung auf Pflanzenpathogene. Dazu zählen Pilze wie 
Rhizoctonia solani, B. cinerea und Cladosporium fulvum (Brewer &  Larkin 2005; Ryu et 
al. 2006). Die Toxine können aber auch eine Wirkung auf bakterielle Pathogene haben. 
Niu et al. (2013) identifizierten Polymyxin P aus P. polymyxa M1 als aktives Toxin gegen 
den Feuerbranderreger E. amylovora.  
In der Feuerbrandbekämpfung kann die Applikation von formulierten Toxinen eine Mög-
lichkeit der Behandlung von Wirtspflanzen sein, indem eine direkte Wirkung auf das Pa-
thogen ausgeübt wird.  
1.4 Problematik bei der Bewertung von Biokontrollorganismen 
Die im Vergleich zu Laboruntersuchungen häufig schwächere oder weniger zuverlässigere 
Wirkung im Freiland stellt ein großes Problem bei der praktischen Entwicklung von Anta-
gonisten gegen Pflanzenpathogene dar. Nachgewiesene Wirkungsmechanismen in vitro 
sind auf der Pflanze möglicherweise nicht entscheidend. Temple et al. (2004) wiesen nach, 
dass die Produktion von Toxinen in P. fluorescens A506 von der Eisenverfügbarkeit in der 
Umgebung abhängig ist. Dieser Faktor ist auf der Blüte allerdings limitiert und die Anti-
biose von Pathogenen daher kein entscheidender Wirkmechanismus. Dieses Beispiel zeigt, 
wie essentiell der Test auf der Pflanze für eine abschließende Evaluation eines Kontrollor-
ganismus ist.  
Vogel et al. (2012) entwickelten ein in planta Screening System für Transposonmutanten 
von Sphingomonas sp. gegen das Pathogen P. syringae pv. tomato DC3000 mit Arabidop-
sis thaliana. Dabei wurden Samen von A. thaliana mit Sphingomonas behandelt und in 24-
Well Platten für 14 Tage inkubiert. Anschließend erfolgte die Infektion mit einem lumi-
neszierenden Pathogenstamm von P. syringae DC300. Sechs Tage nach der Infektion wur-
de die Lumineszenz in den einzelnen Wells gemessen und die Intensität mit einer Wildtyp-
behandelten Kontrolle verglichen. Neben der Bestimmung des Pathogenwachstums über 
die Messung der Lumineszenz wurde außerdem die Symptomentwicklung der Pflanze be-
obachtet. Auf diese Weise ließen sich Mutanten detektieren, die einen Verlust ihrer anta-
gonistischen Wirkung aufwiesen.  
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Je nach Wirtsspezifität ergeben sich allerdings Schwierigkeiten bei der Entwicklung eines 
ähnlichen Testsystems. In der Feuerbrandforschung ermöglichen Versuche auf unreifen 
Birnenscheiben (Wrather et al. 1973) eine erste Einschätzung der Wirkung von Antagonis-
ten direkt auf dem Pflanzengewebe. Um die Versuchsbedingungen noch näher an die Be-
dingungen in der Praxis anzupassen, bieten Blütenassays die Möglichkeit, die Entwicklung 
und Wirkung von Antagonisten auf E. amylovora zu untersuchen (Mercier &  Lindow 
1996; Pusey 1997). Die Wirtspflanzen von E. amylovora blühen nur einmal im Jahr, sodass 
sowohl die Birnenscheiben als auch die Blüten nur beschränkt verfügbar sind. Ein effekti-
ves Screening von Antagonisten mit hohem Durchsatz wäre daher wünschenswert, um die 
optimalsten Kandidaten im Freiland unter Praxisbedingungen zu testen.  
1.5 Freilandversuche mit E. amylovora 
Da es sich bei dem Feuerbrandpathogen in der EU nach Eppo (2016b) um einen Quarantä-
neorganismus handelt, sind die Möglichkeiten für die Arbeit unter Freilandbedingungen 
begrenzt. Das JKI Dossenheim unterhält in Mannheim / Kirschgartshausen eine Anlage, in 
der Feuerbrandversuche auf Apfelbäumen mit künstlicher Infektion durchgeführt werden 
können (Abbildung 5).  
 
Abbildung 5: Luftaufnahme der Feuerbrand-Versuchsanlage in Mannheim / Kirschgartshausen (Foto: 
A. Wensing / W. Jelkmann). Die Pfeile zeigen die Größe der jeweiligen Quartiere an. Jedes Jahr wird ein 
Quartier für einen Bekämpfungsversuch an dreijährigen Bäumen durchgeführt und am Ende des Versuches 
das Quartier komplett gerodet und neu bepflanzt. 
Um die Versuchsbedingungen möglichst konstant zu halten, stehen drei - abwechselnd für 
einen jährlichen Bekämpfungsversuch genutzte - Quartiere zur Verfügung. Dort sind Ap-
felbäume im Alter von ein, zwei bzw. drei Jahren gepflanzt.  
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Für den Versuch werden die dreijährigen Bäume genutzt. Nach Beendigung eines Versu-
ches wird das jeweils verwendete Quartier gerodet und neu bepflanzt. Im Folgejahr wird 
dann ins nächste Quartier gewechselt, sodass konstant mit dreijährigen Bäumen gearbeitet 
werden kann.  
Die Anlage in Kirschgartshausen bietet die Möglichkeit bei Bedarf Tröpfchenbewässerung 
oder Überkronenberegnung zuzuschalten. Über eine eigene Wetterstation werden seit Mai 
2013 Daten zur Witterung direkt aus der Versuchsanlage erfasst. Die Anzahl der Bäume 
pro Quartier ermöglicht die Auswertung von ca. acht Bäumen in vier Wiederholungen pro 
Behandlungsvariante für maximal zehn bis zwölf Varianten. Pro Parzelle wird ein Baum 
künstlich mit dem Feuerbranderreger infiziert (1x10
8
 cfu / ml) und das Pathogen von dort 
aus auf natürlichem Wege auf die benachbarten Bäume verbreitet. Zur besseren Ausbrei-
tung des Erregers werden zusätzlich mehrere Bienenvölker in der Anlage aufgestellt. Der 
Versuchsaufbau richtet sich nach der von der EPPO vorgegebenen Richtlinie  PP 1/166 (3) 
bei der eine Gesamtzahl von mehr als 200 Blütenbüscheln pro Parzelle und ein Mindestbe-
fall von 5% erreicht werden müssen. Darüber wird sichergestellt, dass gegenüber dem Be-
fall in der unbehandelten Kontrolle ein statistisch abgesichertes Ergebnis möglich ist.  
1.6 Ziele dieser Arbeit 
In dieser Arbeit sollten bakterielle Antagonisten auf ihre Einsatzmöglichkeiten gegen den 
Feuerbranderreger E. amylovora untersucht werden. Dabei lag der Fokus auf dem Gram-
negativen E. tasmaniensis DS08 und dem Gram-positiven B. amyloliquefaciens FZB42. 
Die vermuteten Wirkungsmechanismen der beiden Antagonisten beruhen entweder auf 
dem Konkurrenzprinzip und/oder der Bildung von Toxinen. Um die Hemmwirkungen von 
Antagonisten zu untersuchen, sollte ein Kultivierungsassay mit E. amylovora etabliert und 
E. tasmaniensis sowie verschiedene Bacillus Arten auf ihre Hemmwirkung getestet wer-
den. Aspekte, die bei der Anwendung in der Praxis eine Rolle spielen können, wie die Pro-
duktion unterschiedlicher Toxine verschiedener Bacillus Arten und Wachstumstemperatu-
ren außerhalb des Optimums sollten ebenfalls untersucht werden. In Hinblick auf einen 
Einsatz in der Praxis sollten Produktmuster von E. tasmaniensis DS08, 
B. amyloliquefaciens FZB42 und Toxinformulierungen getestet werden. Neben Untersu-
chungen zur Reaktivierung der Zellen aus Trocken- bzw. Flüssigformulierungen und Un-
terschieden in der Lagerstabilität, sollte auch die Wirkung und Entwicklung der Antagonis-
ten auf der Apfelblüte genauer analysiert werden.  
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Im Rahmen eines Freilandversuches sollten Wirkungsgrad und auch die Ausbreitung der 
Antagonisten innerhalb der Versuchsanlage sowie die Etablierung auf der Blüte unter Frei-
landbedingungen überprüft werden.  
Bei dem Überleben auf der Pflanze spielen Faktoren wie Attachment und Pigmentierung 
möglicherweise eine primäre Rolle. Molekularbiologische Untersuchungen mit der ymoB-
Mutante aus E. tasmaniensis 1/99 sollten dazu beitragen, potentielle Regulationsmecha-
nismen, die beim Überleben auf der Pflanze eine Rolle spielen können, zu untersuchen. 
Aufgrund der hohen Sequenzidentität von ymoB in E. tasmaniensis und E. amylovora soll-
te untersuchten werden, ob eine homologe Funktion dieses Genes in Antagonist und Pa-
thogen vorliegt. 
Um die Bedingungen für Versuche im Freiland besser testen zu können und die limitierten 
Kapazitäten effektiver nutzen zu können, sollte außerdem das Vorselektion von potentiel-
len Antagonisten optimiert werden. Dazu sollte ein in planta Screening-System mit hohem 
Durchsatz entwickelt werden.  
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2. Material und Methoden 
2.1 Geräteliste 
Folgende Geräte wurden standardmäßig verwendet: 
Tabelle 3: Übersicht über die verwendeten Geräte. 
Gerät Modell, Firma 
Brutschrank BE 400, Memmert 
Elektronische Pipette, Multikanal Research Pro, Eppendorf 
Geldokumentation 
 
Gelelektrophorese 
Reprostar 3 UV-Tisch, Camag 
EOS1100d Kamera, Canon 
Power Rac 3000, Bio-Rad Laboratories GmbH 
Gene Pulser Bio-Rad Laboratories GmbH 
Inkubationsschüttler Certomat R, Sartorius Stedim Biotech 
Platereader Fluostar Omega, BMG Labtech 
Multikanalpipette 
Mikrowelle 
Research Pro, Eppendorf 
Pro II, Panasonic 
Kleinschüttler 
Sterilbank 
VXR basic Vibrax, IKA 
Bio-Flow Technik GmbH 
Thermal Cycler C1000 Touch, Bio-Rad 
Vortexer Relax 2000, Heidolph 
Wasserbad GFL 1003 Wasserbad, GFL 
Zentrifugen Centrifuge 5424, Eppendorf 
Centrifuge 5430R, Eppendorf 
 
2.2 Chemikalien 
Soweit nicht anders angegeben wurden die verwendeten Chemikalien von folgenden Her-
stellern bezogen: 
AppliChem            AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland 
Bio-Sell            Bio & Sell GmbH, Feucht, Deutschland 
Fermentas            MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot, Deutschland 
Merck             Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 
Nippon Genetics           Nippon Genetics Europe GmbH, Düren, Deutschland 
Roth             Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland 
SIGMA            Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland 
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2.3 Stämme, Plasmide und Primer 
Folgende Stämme, Plasmide und Primer wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet: 
Tabelle 4: Auflistung der Bakterienstämme.  
 
Bezeichnung Beschreibung Referenz 
ERWINIA SP. 
  
E.  amylovora 1/79 WT, isoliert von Cotoneaster sp., 
Deutschland 
Falkenstein et al. 
(1988) 
E. amylovora 222_JKI 
WT, isoliert von Cotoneaster sp., 
Tschechien 
Fahrentrapp et 
al. (2013) 
E. tasmaniensis 1/99 WT, isoliert von Malus, Australi-
en 
Geider (2006) 
E. tasmaniensis 1/99 Sm spontanresistentes Et 1/99  
Derivat, Sm
R
 
Stammsammlung 
AG Feuerbrand, 
JKI 
E. tasmaniensis DS08 WT, isoliert von Malus, 
Deutschland 
Gehring (2008), 
AG Feuerbrand, 
JKI 
E. tasmaniensis 1/99 Tn5_No.5 Et 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km
R
 Stammsammlung 
AG Feuerbrand, 
JKI 
BACILLUS SP.   
B. amyloliquefaciens FZB42 WT, Bodenisolat Stammsammlung 
ABiTEP GmbH, 
Chen et al. 
(2007) 
B. amyloliquefaciens FZB42 Rif Spontanresistentes Ba FZB42 
Derivat, Rif
R
 
Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. amyloliquefaciens Abi 01 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. amyloliquefaciens Abi 125 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. amyloliquefaciens Gao B2 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. amyloliquefaciens FV 11-6 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. amyloliquefaciens FV 11-1 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
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Fortsetzung Tabelle 4: Auflistung der Bakterienstämme. 
Bezeichnung Beschreibung Referenz 
B. subtilis ssp spizizenii Stamm 2 WT, Bodenisolat Stammsammlung 
ABiTEP GmbH, 
Reva et al. 
(2004) 
B. subtilis ssp subtilis Stamm 8 
 
WT, Bodenisolat Stammsammlung 
ABiTEP GmbH, 
Reva et al. 
(2004) 
B. pumilus N6 WT Stammsammlung 
ABiTEP GmbH 
B. simplex R41 WT, kälteresistent Stammsammlung 
ABiTEP GmbH, 
Bradáčová et al. 
(2016) 
PAENIBACILLUS SP. 
  
P. polymyxa M1 WT, isoliert aus Wurzelgewebe 
von Weizen 
Stammsammlung 
ABiTEP GmbH, 
Niu et al. (2013) 
ESCHERICHIA SP. 
  
E. coli DH5α endA1, hsdR17, supE44, recA1, 
gyrA96, relA1, D(argF-lacZYA) 
U169, u80lacZDM15 
Sambrook et al. 
(1989) 
 
Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Plasmide. 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pfdC1-Z‘-lux Plac, lacZ‘, luxCDABEG Vibrio fischeri, Km
R
 Bogs et al. 
(1998) 
pKAN Km
R
,
 
Tn5 nptII
 
Promotor fusioniert mit gfp
 
 Joyner & 
Lindow (2000) 
p3T Amp
R
, M13 ori, lac Z, lac I Mo Bi Tec 
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Fortsetzung Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Plasmide. 
Plasmid Beschreibung Referenz 
pYa-Ea p3T; ymoA aus E. amylovora 1/79 Diese Arbeit 
pYba-Ea p3T; ymoBA aus E. amylovora 1/79 Diese Arbeit 
pYa-Et  p3T; ymoA aus E. tasmaniensis 1/99 Diese Arbeit 
pYb-Et p3T; ymoB aus E. tasmaniensis 1/99 Diese Arbeit 
pYba-Et p3T; ymoBA aus E. tasmaniensis 1/99 Diese Arbeit 
 
Folgende Primer wurden in dieser Arbeit verwendet und als 100 pmol / µl Stocklösung bei  
-20°C aufbewahrt. 
Tabelle 6: Auflistung verwendeter Primer. Et = E. tasmaniensis 1/99 (Accession No. NC_010694), Ea = 
E. amylovora ATCC 49946 (Accession No. NC_013971) 
Bezeichnung Sequenz (5‘ => 3‘) Bindestelle  Referenz 
ETPSGL4124 GATTGCTGTTCC
GAGGTACG 
Et Chromosom, downstream 
lsc 
Wensing et al. 
(2012) 
ETPSGL4760c ACCGATGCCGAT
ATAACCAC 
Et Chromosom, downstream 
glmS 
Wensing et al. 
(2012) 
Et-ymo-f AGTTTGTGGATA
ACACCCG 
Et Chromosom, upstream 
ymoB 
Diese Arbeit 
Et-ymo-f1 AGCCCATAACTC
TTTCTACGG 
Et Chromosom, downstream 
ymoB 
Diese Arbeit 
Et-ymo-r AGCTGGCAGGGC
CCCCACC 
Et Chromosom,  
downstream ymoA 
Diese Arbeit 
Et-ymo-r1 ACCGTAGAAAGA
GTTATGG 
Et Chromosom, upstream 
ymoA  
Diese Arbeit 
Ea-ymo-f TTGTTGATAACC
ATCGCC 
Ea Chromosom, upstream 
hha  
Diese Arbeit 
Ea-ymo-f1 TCCAGCCATTCA
TTTAGC 
Ea Chromosom, upstream 
hha 
Diese Arbeit 
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Fortsetzung Tabelle 6: Auflistung verwendeter Primer. Et = E. tasmaniensis 1/99 (Accession No.: 
NC_010694), Ea = E. amylovora ATCC 49946 (Accession No.: NC_013971) 
 
Bezeichnung Sequenz (5‘ => 3‘) Bindestelle Referenz 
Ea-ymo-r AGCCGTAACAGA
CGACG 
Ea Chromosom, 
downstream hha 
Diese Arbeit 
Ea-ymo-r1 TGAGGCGCATCA
GGTAG 
Ea Chromosom, hha Diese Arbeit 
M13F  TGTAAAACGACG
GCCAGT 
Plasmid p3T (Accession No. 
Z46733), lacZ  
AG Feuerbrand, 
JKI 
M13R  GGAAACAGCTAT
GACCAT 
Plasmid p3T (Accession No. 
Z46733), lacI/Z 
AG Feuerbrand, 
JKI 
 
2.4 Formulierung der Antagonisten 
In Hinblick auf eine praktikable Anwendung der Antagonisten in der Praxis wurden im 
Rahmen dieses Projektes von der ABiTEP GmbH Produktmuster der Antagonisten zur 
Verfügung gestellt. Diese beinhalteten gefriergetrocknete Zellen von E. tasmaniensis DS08 
(4x10
11
 cfu / g) und getrocknete Sporen von B. amyloliquefaciens FZB42 (5x10
11
 cfu / g). 
Die Formulierung von E. tasmaniensis DS08 enthielt darüber hinaus einen Zuckerzusatz. 
Von B. amyloliquefaciens FZB42 standen außerdem Flüssigformulierungen zur Verfü-
gung. Zusätzlich wurden Toxin-haltige, getrocknete Kulturüberstände von B. amylolique-
faciens FZB42 und P. polymyxa M1 bereitgestellt.  
2.5 Mikrobiologische Methoden 
2.5.1 Zellanzucht 
Die Zellanzucht erfolgte in der Regel in 10 ml Medium in Erlenmeyerkolben auf dem 
Schüttler bei 140 rpm. Die Kultvierung von Erwinia und Bacillus erfolgte, sofern nicht 
anders angegeben, bei 28°C. E. coli Zellen wurden bei 37°C kultiviert.  
2.5.1.1 Medien 
In Tabelle 7 sind die verwendeten Nährmedien aufgelistet. 
Zur Herstellung von Festmedien wurden 15 g / l Agar zugesetzt. Die Sterilisation der Me-
dien erfolgte, wenn nicht anders angegeben, im Autoklaven bei 121°C.  
Zum Nachweis von β-Galaktosidase Aktivität wurde der Agar vor dem Gießen mit X-Gal 
(in DMSO) versetzt, sodass eine Endkonzentration von 0,003% (w/v) X-Gal vorlag.  
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Tabelle 7: Übersicht über die Zusammensetzung der eingesetzten Medien. 
Medium Zusammensetzung Menge 
Luria-Bertani (LB) 
Art. Nr.: X968.1 
Fertigprodukt (Roth) 
Trypton 
Hefeextrakt 
NaCl 
25 g / l 
10 g 
5 g 
10 g 
 
  
Standard I (St. I) 
Art. Nr.: AE92.1 
Fertigprodukt (Roth): 
Pepton 
Hefeextrakt 
NaCl 
Glucose 
25 g / l 
15 g 
3 g 
6 g 
1 g 
 
MM2C 4x Salz (steril filtriert) 
C-Quelle (Glucose, Sorbitol, 
Glycerin...) 20% (steril) 
H2O (steril) 
------------------------------------------------ 
4x Salz (500 ml, steril filtriert): 
Asparagin 
K2HPO4 
KH2PO4 
MgSO4 x 7 H2O (1 M) 
NaCl 
Nikotinsäure (20 mg /ml, pH 7,1) 
Thiamin / Cl 
250 ml 
50 ml 
 
700 ml 
 
 
8 g 
2 g 
2 g 
1,6 ml 
6 g 
20 ml 
0,4 g 
 
2.5.1.2 Antibiotika 
Je nach Bedarf wurden die Medien mit Antibiotika zur Selektion versetzt. Die verwendeten 
Konzentrationen sind in Tabelle 8 aufgelistet. 
Tabelle 8: Eingesetzte Antibiotika. 
Antibiotikum Stocklösung Lösungsmittel Endkonzentration 
Streptomycin 500 mg /ml H2O 500 µg / ml 
Rifampicin 25 mg /ml DMSO 75 µg / ml 
Kanamycin 20 mg /ml H2O 20 µg / ml 
Ampicillin 100 mg /ml H2O 100 µg / ml 
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2.5.2 Lagerungsversuche mit Trockenprodukten der Antagonisten 
Die von der ABiTEP GmbH zur Verfügung gestellten Trockenformulierungen von 
E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 wurden auf vier Aliquots 
(à ca. 4 g) verteilt sowie trocken- und luftdicht verpackt. Die von der Firma angegebene 
cfu / g wurde zum Zeitpunkt t0 über die Bestimmung der Lebendzellzahl (LZZ) überprüft. 
Dazu wurde eine definierte Menge des Trockenproduktes mit einer Konzentration von 
10 mg / ml in H2O angesetzt und 200 µl in das erste Well einer 96-Well Mikrotiterplatte 
vorgelegt. Anschließend wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe (Gesamtvolumen: 200 µl) in 
sterilem H2O in der 96-Well Mikrotiterplatte angelegt. Jeweils 5 µl Suspension der Ver-
dünnungen wurden mit der Multikanalpipette in dreifacher Wiederholung auf eine St. I - 
Platte getropft und vorsichtig getrocknet. Anschließend wurden die Platten bei 28°C inku-
biert bis eindeutige Einzelkolonien erkennbar waren. Die Verdünnungsstufen in einem 
Bereich von eins bis ca. 50 Kolonien je Tropfen wurden gezählt und die cfu anschließend 
auf die Dichte der Stocklösung zurückgerechnet. Für den Lagerungsversuch wurde je ein 
Aliquot bei RT, 4°C, -20°C und -80°C gelagert. Über einen Zeitraum von zwei Jahren 
wurde monatlich eine definierte Menge des Pulvers abgewogen und in sterilem H2O gelöst 
(10 mg / ml) und die LZZ wie oben beschrieben bestimmt. Die Anzahl an Verdünnungs-
stufen richtete sich nach der zum Zeitpunkt tx erwarteten Zellzahl. Um Abweichungen 
auswerten zu können, wurden Verdünnungen in einem Bereich von mindestens 1x10
2
 cfu 
bis 1x10
3 
cfu
 
über und unter der erwarteten Zellzahl einbezogen. Nach Bestimmung der 
cfu / ml wurde auf cfu / g Pulver zurückgerechnet und die Entwicklung der LZZ in der 
Trockenformulierung dokumentiert. 
2.5.3 Aufzeichnung von Wachstumskurven  
Die Aufzeichnung von Wachstumskurven erfolgte in transparenten 96-Well Mikrotiterplat-
ten in einem Gesamtvolumen von 200 µl je Well. Als Inokulum wurden entweder Zellen 
aus einer flüssigen Vorkultur oder aus der Trockenformulierung verwendet. Das Inokulum 
wurde auf eine OD600 von 1 eingestellt und 1:500 in Medium vorverdünnt. 100 µl der Bak-
teriensuspension wurde in das erste Well pipettiert. In die übrigen Wells wurden 100 µl 
Medium vorgelegt und anschließend über die 96-Well Mikrotiterplatte eine 1:2 Verdün-
nungsreihe angelegt, um abnehmende Inokulumdichten zu erhalten. Pro Zelldichte wurde 
mindestens eine Wiederholung angelegt. Als Kontrolle wurden 200 µl LB verwendet. Die 
Inkubation der Platte im Platereader erfolgte bei 28°C und 200 rpm. Die Messung der Ab-
sorption bei OD600 in 30 min Intervallen erfolgte mit einer Kinetik aus 200 Zyklen mit einer 
Dauer von 1835 s je Zyklus. 
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2.5.4 Bestimmung der Korrelation zwischen Lumineszenz und Zellwachstum des Re-
porterstammes Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux   
Eine Übernachtkultur von Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux wurde in 10 ml LB + Km angeimpft und 
über Nacht bei 28°C und 140 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die OD600 bestimmt 
und 1 ml der Kultur auf eine OD600 von 1 (entspricht 1x10
9
 cfu / ml) eingestellt und 1:500 
in LB verdünnt. In einer schwarzen 96-Well Mikrotiterplatte mit transparentem Boden 
wurden 100 µl LB vorgelegt und 100 µl des Inokulums zugegeben, sodass eine Enddichte 
von 1x10
6
 cfu / ml in einem Gesamtvolumen von 200 µl vorlag. Als Kontrolle wurden 
200 µl LB verwendet. Die Platte wurde unter Schütteln bei 200 rpm und 28°C im Platerea-
der inkubiert und parallel über die Gerätesoftware im Script Mode in 30 min Intervallen 
die Absorption bei OD600 und die relative Lumineszenz gemessen. Die Kinetik sah 200 
Zyklen mit einer Länge von 1800 s vor. Die Messung wurde in der stationären Wachs-
tumsphase beendet.  
2.5.5 Qualitativer Nachweis zur Adhäsion an Oberflächen 
Bakterienkolonien wurden von einer ein bis zwei Tage alten Agarplatte abgenommen und 
in sterilem H2O resuspendiert. Nach Messung der OD600 wurde die Suspension auf eine 
OD600 von 1 in 1 ml eingestellt. Anschließend wurde die Bakteriensuspension auf eine 
OD600 von 0,05 in LB verdünnt. In eine 12-Well Mikrotiterplatte wurden 3 ml der Bakteri-
ensuspension pro Well vorgelegt. Ein mit 70% (v/v) Ethanol desinfiziertes Deckgläschen 
(18x18 mm) wurde anschließend schräg in je ein Well gestellt, sodass etwa 1/2 bis 1/3 der 
Fläche mit Kultur benetzt war. Als Kontrolle wurde LB verwendet. Die Multiwellplatte 
wurde bei 28°C im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurden die Deckgläschen 
vorsichtig mit einer Pinzette im nicht-benetzten Bereich gepackt und aus der Kultur ge-
nommen. Nicht angeheftete Zellen wurden mit H2O abgespült. Anschließend wurden die 
angehefteten Zellen mit 0,1% (w/v) Kristallviolett für 15 min bei RT eingefärbt. Um über-
schüssiges Färbemittel zu entfernen, wurden die Deckgläschen vier Mal mit frischen H2O 
gewaschen und die Deckgläschen auf Zellstoff getrocknet. Das Maß an angehefteten Zel-
len wurde optisch ausgewertet.   
2.5.6 Quantitative Bestimmung der Adhäsion an Oberflächen  
Für eine quantitative Bestimmung der Adhäsion wurde eine Übernachtkultur der zu testen-
den Stämme in 10 ml LB angesetzt und bei 28°C und 140 rpm inkubiert. Am nächsten Tag 
wurde die OD600 gemessen und 1 ml Kultur auf eine OD600 von 1 eingestellt.  
2. Material und Methoden 
27 
 
Anschließend wurde die Bakteriensuspension auf eine OD600 von 0,05 in LB verdünnt und 
davon je 200 µl in zwei 96-Well Mikrotiterplatten gegeben. Pro Variante wurden zwei 
Reihen à acht Wiederholungen angelegt. Als Negativkontrolle wurde LB verwendet. Die 
Platte wurde im Brutschrank bei 28°C für 24 h bzw. 48 h inkubiert. Nach der Inkubation 
wurde die Kultur vorsichtig mit der Pipette abgenommen und 300 µl H2O zum Waschen in 
die Wells pipettiert. Nachdem das Wasser abgenommen wurde, wurden 300 µl 0,1% (w/v) 
Kristallviolettlösung zugegeben und die Platte für 15 min bei RT inkubiert. Das Färbemit-
tel wurde vorsichtig mit der Pipette abgenommen und die Wells vier Mal mit 300 µl H2O 
gewaschen. Nach dem Trocknen wurden 300 µl 99% (v/v) EtOH zugegeben, um das Kris-
tallviolett aus den gefärbten Zellen zu lösen. Um die Menge an Kristallviolett zu bestim-
men wurde die Absorption bei 600 nm gemessen und zwischen den getesteten Stämmen 
verglichen. 
2.5.7 Nachweis zur Stärkespaltung mit Kaliumjodid 
Für Stärkeplatten wurde LB-Agar mit 0,5% (w/v) Stärke versetzt. Die Platte wurde in zwei 
gleichgroße Bereiche aufgeteilt. Auf einer Hälfte wurde B. amyloliquefaciens FZB2 und 
auf der anderen Hälfte E. amylovora 1/79 ausgestrichen. Nach Inkubation der Platte über 
Nacht bei 28°C wurde die Platte mit 0,5% Iod-Kaliumiodidlösung behandelt. Iod und Ka-
liumjodid wurden dafür in einem Mischungsverhältnis von 1:2 in H2O angesetzt. Durch die 
Einlagerung des Iods in die Stärkemoleküle, färbt sich die Stärke im Agar in einer bräunli-
chen Farbe. Bereiche in denen die Stärke von dem Organismus abgebaut wurde, bleiben 
ungefärbt. 
2.6 Hemmversuche 
2.6.1 Agar-Diffusionstest 
Für den Agar-Diffusionstest wurde ein Weichagar aus 1,5% (w/v) Agar in H2O angesetzt, 
autoklaviert und anschließend in 50 ml Aliquots aliquotiert. Der Weichagar wurde auf 
ca. 42°C temperiert, um ein Festwerden zu vermeiden und die Erwinia Zellen bei Zugabe 
nicht abzutöten. Zellen von Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux wurden entweder von einer ein bis zwei 
Tage alten Agarplatte resuspendiert oder aus einer flüssigen Vorkultur auf eine OD600 von 
1 eingestellt. 500 µl der Bakteriensuspension wurden zu 50 ml Weichagar gegeben, sodass 
eine Zelldichte von ca. 1x10
6
 cfu / ml vorlag. Etwa 2,5 ml Weichagar mit Ea 1/79 
pfdC1Z‘-lux wurden verwendet, um LB + Km Agarplatten zu beschichten. Durch leichtes 
Schwenken der Platten beim Gießen des Weichagars sollte eine homogene Verteilung der 
Zellen erzielt werden.  
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Nach dem Festwerden des zugegebenen Agars wurde die Platte in vier bis acht gleichgroße 
Bereiche eingeteilt. Die zu testenden Hemmstoffe wurden jeweils als einzelner 5 µl Trop-
fen auf einen abgegrenzten Bereich der Platte gegeben. Pro Variante wurden mindestens 
drei Platten angesetzt. Die in dieser Arbeit getesteten Toxine von B. amyloliquefaciens 
FZB42 und P. polymyxa M1 wurden mit einer Konzentration von 0,1 g / ml in H2O sus-
pendiert. Dieser Versuchsansatz erlaubt die Diffusion der Hemmstoffe in den Agar und 
bildet ein Konzentrationsgefälle innerhalb der Platte. Nach Inkubation über Nacht bei 28°C 
kann die Platte auf Bakterienwachstum untersucht werden. Die Bereiche, in denen keine 
Trübung durch Wachstum von Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux ersichtlich ist (Hemmhöfe), besitzen 
ausreichend Hemmstoff um das Wachstum des Pathogens zu unterdrücken. Der Durch-
messer der Hemmhöfe erlaubt eine Einschätzung zwischen der Effektivität verschiedener 
Stoffe. Um Trübungseffekte von eingesetzten Hemmstoffen zu umgehen, wurde das 
Wachstum von Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux zusätzlich mit Hilfe der Lumineszenz des Reporter-
stammes überprüft. 
2.6.2 Ko-Kultivierung von E. amylovora und bakteriellen Antagonisten 
Die Hemmwirkung von Antagonisten auf E. amylovora wurde über die Ko-Kultivierung 
von Antagonist und Pathogen untersucht. Für die Versuche wurde ein lumineszierender 
E. amylovora Stamm (Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux) eingesetzt. Dieser enthält ein Plasmid auf 
dem das lux Operon aus Vibrio fischeri unter Kontrolle eines Lac-Promotors kloniert wur-
de und das alle notwendigen Gene für die Lichtproduktion in Bakterien besitzt. Das Enzym 
Luciferase katalysiert die Oxidation eines reduzierten Flavinmoleküls und eines 
langkettigen Aldehyds. Unter Energieverbrauch wird bei dieser Reaktion Licht einer Wel-
lenlänge von 490 nm abgebeben: FMNH2 + RCHO + O2  FMN + RCOOH + H2O + hv. 
Bei der Synthese des langkettigen Aldehyds spielt ein Fettsäure-Reduktase-Komplex eine 
essentielle Rolle, dessen Komponenten NADPH- und ATP-abhängig sind (Dunlap 2014).  
Von Antagonist und Pathogen wurde eine 10 ml Kultur in LB angesetzt und über Nacht bei 
28°C und 140 rpm inkubiert. Am nächsten Tag wurde die OD600 gemessen und 1 ml Kultur 
auf eine OD600 von 1 eingestellt. Die Antagonistensuspension wurde 1:50 in LB vorver-
dünnt und 200 µl in das erste Well einer schwarzen 96-Well Mikrotiterplatte pipettiert. In 
den übrigen Wells wurden 100 µl LB vorgelegt. Dann wurde mit der Multikanalpipette, 
ausgehend vom ersten Well, eine 1:2 Verdünnungsreihe angelegt, sodass abnehmende 
cfu pro ml des Antagonisten vorlagen.  
 
2. Material und Methoden 
29 
 
Von der Kultur des Reporterstammes Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux wurde 1 ml Kultur auf eine 
OD600 von 1 eingestellt und anschließend 1:500 in LB verdünnt. Von der Pathogensuspen-
sion wurden 100 µl zu der Mikrotiterplatte gegeben, sodass in jedem Well eine Ea 
1/79 pfdC1-Z‘-lux Enddichte von 1x106 cfu / ml vorlag. Das Gesamtvolumen in der 
Mikrotiterplatte betrug somit 200 µl. Je nach Anzahl der in der Mikrotiterplatte angelegten 
Verdünnungen ergaben sich unterschiedliche Mischungsverhältnisse von Antagonist zu 
Pathogen im Inokulum (10:1, 5:1, 2,5:1, 1,25:1, 1:1,6, 1:3,2, 1:6,4 bis 1:12,8). Als Kontrol-
len dienten Reinkulturen der eingesetzten Organismen, sowie LB. Pro Variante wurde 
mindestens eine Wiederholung angelegt. Die Inkubation der Platte erfolgte unter Schütteln 
bei 200 rpm und 28°C im Platereader. In 30 min Intervallen wurde die relative Lumines-
zenz in den einzelnen Wells gemessen. Die Kinetik entsprach bis zu 50 Zyklen mit einer 
Dauer von 1800 s je Zyklus. Die Dauer der Messung richtete sich nach dem Kurvenver-
lauf.  
2.6.2.1 Ko-Kultivierung von E. amylovora und bakteriellen Antagonisten bei 16°C 
Die Vorkulturen und die 96-Well Mikrotiterplatte wurden analog zu dem Ko-
Kultivierungsversuch in Abschnitt 2.6.2 angesetzt. Nach Inokulation der Platte am Vor-
abend wurde diese im Schüttler bei 16°C und 140 rpm inkubiert. Die Messung der relati-
ven Lumineszenz des Reporterstammes Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux erfolgte als Endpunktbe-
stimmung im Platereader nach Inkubation über Nacht in ca. 2 h Intervallen. Die Messung 
wurde so lange durchgeführt bis beim Kurvenverlauf Anstieg, Maximum und Abfall der 
relativen Lumineszenz beobachtet werden konnte. 
2.6.3 Hemmversuche mit Kulturüberständen der Antagonisten 
Für die Hemmversuche mit Kulturüberstanden wurden am Vortag Übernachtkulturen der 
Antagonisten und des Pathogens in 10 ml LB angeimpft und auf dem Schüttler bei 
200 rpm und 28°C inkubiert. Am nächsten bzw. übernächsten Tag wurde der Überstand 
der Antagonistenkultur über Zentrifugation für 5 min bei fullspeed (hier: 20238 x g) und 
RT geerntet. Der Überstand wurde in ein frisches Reaktionsgefäß überführt und das Pellet 
verworfen. 200 µl Überstand wurden in das erste Well einer 96-Well Mikrotiterplatte pi-
pettiert. In den übrigen Wells wurden 100 µl LB + Km vorgelegt und anschließend mit der 
Multikanalpipette eine 1:2 Verdünnungsreihe angelegt, um abnehmende Konzentrationen 
des Überstandes zu testen. Die Zugabe des Antibiotikums im Medium sollte verhindern, 
dass die Hemmung des Pathogens durch zurückgebliebene Zellen im Überstand beeinflusst 
wird.  
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Pro Variante wurde je eine Reihe zur Wiederholung angesetzt. Von der Ea 1/79 pfdC1-Z‘-
lux Übernachtkultur wurde die OD600 bestimmt und 1 ml auf eine OD600 von 1 eingestellt. 
Anschließend wurde die Bakteriensuspension 1:500 in LB + Km verdünnt und 100 µl des 
Pathogens in die Mikrotiterplatte pipettiert, sodass ein Endvolumen von 200 µl mit einer 
Dichte von 1x10
6
 cfu / ml vorlag. Als Kontrolle wurde LB, sowie  LB + Ea 1/79 pfdC1-Z‘-
lux eingesetzt. Die Inkubation der Platte erfolgte unter Schütteln bei 200 rpm und 28°C im 
Platereader. In 30 min Intervallen wurde die relative Lumineszenz in den einzelnen Wells 
gemessen. Die Dauer der Messung hing von dem Kurvenverlauf ab. Die Kinetik entsprach 
bis zu 50 Zyklen mit einer Dauer von 1800 s je Zyklus. 
2.6.4 Überprüfung der Hemmwirkung trockenformulierter Toxine 
Analog zu dem Versuch zur Pathogenhemmung durch Antagonisten Kulturüberstande in 
Abschnitt 2.6.3., wurden die trockenformulierten Toxingemische der ABiTEP GmbH in 
einem Kultivierungsassay mit Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux getestet. Aufgrund des hohen Milch-
pulveranteils des Trockenproduktes und der damit einhergehenden starken Trübung, war 
die Messung der optischen Dichte nicht möglich. Daher wurde auch in diesem Ansatz der 
lumineszierende Reporterstamm Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux eingesetzt. Am Vortag wurde eine 
Übernachtkultur des Pathogens in 10 ml LB angesetzt und bei 28°C und 140 rpm inkubiert. 
Zwei Stocklösungen der Toxine mit einer Konzentration von 1 mg / ml bzw. 200 mg / ml 
wurden in sterilem H2O angesetzt und im ersten Well einer schwarzen 96-Well Mikroti-
terplatte 1:10 verdünnt. 100 µ LB + Km wurden in die übrigen Wells vorgelegt. Anschlie-
ßend wurde, ausgehend vom ersten Well, eine 1:2 Verdünnungsreihe angelegt, um abneh-
mende Konzentration an Toxinen zu erreichen. Von der Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux Übernacht-
kultur wurde die OD600 bestimmt und 1 ml der Kultur auf eine OD600 von 1 eingestellt. 
Nach einer Vorverdünnung von 1:500 in LB + Km wurden jeweils 100 µl Pathogen in die 
Mikrotiterplatte pipettiert, sodass eine Enddichte von  1x10
6 
cfu / ml in einem Gesamtvo-
lumen von 200 µl vorlag. Als Kontrolle wurde LB, sowie  LB + Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux ein-
gesetzt. Die Inkubation der Platte wurde unter Schütteln bei 200 rpm und 28°C durchge-
führt. In 30 min Intervallen wurde die relative Lumineszenz pro Well gemessen. Die Dauer 
der Messung hing von dem Kurvenverlauf ab. Die Kinetik entsprach bis zu 50 Zyklen mit 
einer Dauer von 1800 s je Zyklus. 
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2.7 Molekularbiologische Methoden 
2.7.1 Herstellung CaCl2 kompetenter Zellen 
Zur Herstellung Calcium-kompetenter Zellen wurde am Vortag eine Übernachtkultur von 
E. coli DH5α in 10 ml LB-Medium angeimpft und bei 37°C und 140 rpm inkubiert. Am 
nächsten Morgen wurde die OD600 gemessen und 10 ml LB mit einer OD600 von 0,05 an-
geimpft. Die Kultur wurde bei 37°C und 140 rpm inkubiert bis eine OD600 von 0,5 - 0,8 
erreicht war. 1 Volumen (V) der Kultur wurde in ein 2 ml Reaktionsgefäß überführt und in 
der Kühlzentrifuge bei 4°C für 5 min bei fullspeed (hier: 18213 x g) zentrifugiert. An-
schließend wurde der Überstand verworfen und die Zellen auf Eis gestellt. Das Pellet wur-
de in 1 V sterilem, kalten 0,1 M MgCl2 resuspendiert und dann für ca. 20 min auf Eis inku-
biert. Die Zellen wurden erneut bei 4°C für 5 min bei fullspeed zentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet auf Eis gestellt. 1 V steriler, kalter 0,1 M CaCl2 Lösung wurde 
zugegeben und das Pellet vorsichtig resuspendiert. Nach einer Zentrifugation für 5 min bei 
4°C und fullspeed wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 1 V steriler, kalter 
0,1 M CaCl2 Lösung resuspendiert. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt für 5 min 
bei 4°C und fullspeed. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 V steriler, kalter 
0,1 M CaCl2 Lösung resuspendiert. Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt für 5 min 
bei 4°C und fullspeed wurde das Pellet in 1/20 V sterilem, kaltem 0,1 M CaCl2 mit 10% 
(v/v) Glycerin resuspendiert. Die nun kompetenten Zellen wurden entweder direkt für die 
Transformation eingesetzt oder in 50 µl Aliquots bei -80°C aufbewahrt. Zur Überprüfung 
der Kompetenz der Zellen wurde ein Kontrollplasmid (z.B. p3T) wie in Abschnitt 2.7.3 
beschrieben transformiert. 
2.7.2 Herstellung elektrokompetenter Zellen 
Zur Herstellung elektrokompetenter Erwinia Zellen wurden am Vortag Zellen auf St. I 
Agar ausgestrichen und bei 28°C inkubiert. Am nächsten Tag wurde Zellmaterial von den 
frisch ausgestrichenen Platten in 2 ml sterilem H2O resuspendiert und 5 min bei fullspeed 
(hier: 18213 x g) und 4°C zentrifugiert. In den folgenden Schritten wurde durchgehend auf 
Eis gearbeitet. Das Zellpellet wurde in 1 ml eiskaltem, sterilen H2O aufgenommen und 
vorsichtig resuspendiert. Es folgte eine Zentrifugation für 5 min bei fullspeed und 4°C. Der 
Überstand wurde verworfen und das Pellet in 1 ml eiskalten H2O resuspendiert und ein 
weiteres Mal wie bereits beschrieben zentrifugiert. Nachdem der Überstand verworfen 
wurde, wurde das Pellet in 1 ml kaltem, sterilen 20% (v/v) Glycerin resuspendiert und für 
5 min bei fullspeed und 4°C zentrifugiert.  
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Der Überstand wurde verworfen und das Pellet erneut in 1 ml kaltem, sterilen 20% (v/v) 
Glycerin aufgenommen und für 5 min bei fullspeed und 4°C zentrifugiert. Der Überstand 
wurde verworfen und das Pellet ein weiteres Mal in 1 ml kaltem, sterilen 20% (v/v) Glyce-
rin aufgenommen und für 5 min bei fullspeed und 4°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugati-
on wurde der Überstand verworfen und das Zellpellet in eiskaltem, sterilen 600 µl 
20% (v/v) Glycerin resuspendiert. Um die Zellen auf ihre Kompetenz zu testen, wurde ein 
Kontrollplasmid (z.B. p3T) wie in Abschnitt 2.7.4 beschrieben transformiert. 
2.7.3 Transformation von DNA 
5 µl – 10 µl eines Ligationsansatzes oder 10 ng / µl Plasmid-DNA wurde zu 50 µl che-
misch-kompetenten E. coli Zellen gegeben und für 30 min auf Eis inkubiert. Danach er-
folgte ein Hitzeschock bei 42°C für 30 bis 60 Sekunden im Thermocycler. Nach einer er-
neuten Inkubation auf Eis für 2 min wurde der Transformationsansatz zu 1 ml LB gegeben 
und 1 - 2 h bei 37°C und 140 rpm inkubiert. Anschließend wurden 200 µl des Ansatzes auf 
Selektionsagar ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden 
gewachsene Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher auf eine neue Selektionsplatte ge-
pickt. 
2.7.4 Elektroporation 
40 µl elektrokompetente Zellen wurden für die Elektroporation in vorgekühlte Küvetten 
überführt. Das Volumen der DNA variierte zwischen 0,7 µl bei Plasmiden und bis zu 5 µl 
bei Ligationen. Der Impuls wurde mit 25 µF, 800 Ohm und 2,5 kV ausgelöst. Anschlie-
ßend wurden die Zellen in 1 ml auf 28°C vorgewärmtes Komplexmedium überführt und 
2 - 3 h bei 28°C inkubiert. Danach wurden 200 µl des Transformationsansatzes auf Selek-
tionsagar ausplattiert und über Nacht bei 28°C inkubiert. Am nächsten Tag wurden ge-
wachsene Kolonien mit einem sterilen Zahnstocher auf eine neue Selektionsplatte gepickt.     
2.7.5 Plasmidpräparation mittels Kit 
Für die Präparation von Plasmiden mittels Kit wurde das FastGene® Plasmid Mini Kit 
(Nippon Genetics) verwendet. Dafür wurden 1-5 ml Übernachtkultur (high copy Plasmide) 
bzw. 5-10 ml Übernachtkultur (low copy Plasmide) eingesetzt. Die Zellen wurden durch 
Zentrifugation für 1 min bei fullspeed (hier: 20238 x g) und RT pelletiert und in 200 µl 
Resuspensionspuffer aufgenommen. Nach homogener Resuspension wurden 200 µl Lyse-
puffer zugegeben und durch Invertieren gemischt. Die Inkubationszeit betrug 2 min bei 
RT.  
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Anschließend wurden 300 µl Neutralisierungspuffer dazupipettiert und erneut durch Inver-
tieren gemischt. Danach wurde für 2 min bei fullspeed und RT zentrifugiert. Der Über-
stand wurde auf eine Säule gegeben und 30 s bei fullspeed zentrifugiert. Der Durchfluss 
wurde verworfen und 150 µl Waschpuffer 1 auf die Säule gegeben. Nach ca. 10 s Inkuba-
tionszeit wurden 300 µl  Waschpuffer 2 hinzugefügt. Die anschließende Zentrifugation 
erfolgte für 3 min bei fullspeed und RT. Der Durchfluss wurde verworfen und die Säule in 
ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Zur Elution wurden 20-50 µl H2O eingesetzt. 
Nach Inkubation für 2 min wurde für weitere 2 min bei fullspeed und RT zentrifugiert, um 
die DNA von der Säule zu eluieren. Die Plasmide wurden bei -20°C aufbewahrt. 
2.7.6 Plasmidpräparation über alkalische Lyse 
1 ml einer LB Übernachtkultur wurde für 2 min bei fullspeed (hier: 20238 x g) und RT 
zentrifugiert. Das erhaltende Zellpellet wurde in 150 µl Puffer P1 resuspendiert. Anschlie-
ßend wurden 150 µl Puffer P2 zugegeben und durch Invertieren gemischt, um die Zellen 
zu lysieren. Zur Ausfällung der Proteine wurden 150 µl Puffer P3 dazupipettiert und für 
10 min bei und RT zentrifugiert. Der klare Überstand wurde in ein frisches 1,5 ml Reakti-
onsgefäß überführt und mit 50 µl Na-Acetat sowie 0,6 V Isopropanol versetzt. Nach Inver-
tieren der Probe wurde für 30 min bei fullspeed und RT zentrifugiert, um die ausgefällte 
DNA zu gewinnen. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 µl 70% (v/v) 
Ethanol für 15 min gewaschen. Der Alkohol wurde abgenommen, die DNA an der Luft 
getrocknet und dann in H2O aufgenommen. In Tabelle 9 ist die Zusammensetzung der 
verwendeten Puffer aufgelistet. 
Tabelle 9: Puffer zur Plasmidpräparation über alkalische Lyse. 
Puffer Komponenten Konzentration 
P1 Tris / HCl pH 8 
EDTA 
25 mM 
10 mM 
P2 NaOH 
SDS 
200 mM 
1% (w/v) 
 
P3 
 
Kaliumacetat pH 5,2 
 
3 M 
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2.7.7 Ankonzentrierung von DNA 
Zur Ankonzentrierung von DNA wurde eine Ethanolfällung durchgeführt. Zu der DNA 
wurden 2 V Ethanol (96% (v/v)) und 0,1 V Na-Acetat (3 M) gegeben und mindestens 1 h 
oder über Nacht bei -20°C inkubiert. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation für 30 min 
bei fullspeed (hier: 18213 x g) und 4°C. Der Überstand wurde vorsichtig abgenommen und 
das Pellet mit 500 µl 70%-igem (v/v) Ethanol 15 min bei fullspeed und 4°C gewaschen. 
Nach Abnahme des Ethanols wurde das Pellet getrocknet und anschließend in 10 - 50 µl 
H2O aufgenommen. 
2.7.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
Die PCR diente der Amplifizierung von DNA. Tabelle 10 zeigt den Pipettieransatz und das 
standardmäßig verwendete PCR-Programm.  
Tabelle 10: Übersicht über den PCR-Ansatz und das Standard PCR Programm. 
Komponente Volumen [25 µl] Programm 
Template 
10x Puffer 
Primer (fwd.+ rev.) 
dNTPs 
H2O 
Kappa Taq DNA Polymerase 
  
1 
2,5 
2 
1 
18,4 
0,1 
 
Temp. Zeit [min] 
95°C 3:00 
95°C 0:20 
60°C 0:30    34x 
72°C 0:20 
72°C 5:00 
12°C 5:00 
Der Reaktionsansatz wurde je nach Versuch variiert und auf ein Gesamtvolumen von 
12,5 µl oder 50 µl angepasst. Die Annealingtemperatur richtete sich nach den verwendeten 
Primern, die Elongationszeit wurde nach der zu erwartenden Produktlänge (1000 bp / min) 
angepasst. Tabelle 11 zeigt die Zusammensetzung des verwendeten 10x Puffers. 
Tabelle 11: Zusammensetzung des 10x PCR-Puffers. 
 
Komponenten Konzentration 
Tris / Cl pH 8,7 200 mM 
KCl 200 mM 
(NH4)2SO4 100 mM 
MgCl2 25 mM 
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2.7.9 Agarose-Gelelektrophorese 
Für den Gelauftrag wurde die DNA mit Gelladepuffer (Tabelle 12) versetzt und auf ein 
1%-iges Agarosegel + Midori Green (4 µl / l) aufgetragen. Als Standard wurden 2 µl des 
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladders (0,5 µg / µl) mit den Größen 75 bp, 200 bp, 300 bp, 
400 bp, 500 bp, 700 bp, 1000 bp, 1500 bp, 2000 bp, 3000 bp, 4000 bp, 5000 bp, 7000 bp, 
10000 bp, 20000 bp der Firma Thermo Scientific verwendet. Der Lauf erfolgte in der Re-
gel für 30 min bei einer Spannung von 100 V. Anschließend wurde das Gel unter UV Licht 
beleuchtet und fotografiert. 
Tabelle 12: Zusammensetzung des 6x Gelladepuffers. 
Komponenten Konzentration 
Tris / HCl pH 7,6 10 mM 
Bromphenolblau 0,03% 
Xylen Cyanol FF 0,03% 
Glycerol 60% 
2.7.10 PCR-Aufreinigung mittels Kit 
Zur Aufreinigung von PCR Produkten mittels Kit wurde das FastGene® Gel/PCR 
Extraction Kit (Nippon Genetics) verwendet. Dazu wurde 1 V PCR-Produkt mit 5 V Bin-
depuffer versetzt und durch Vortexen gemischt. Das Gemisch wurde auf eine Säule gege-
ben und für 30 s bei fullspeed (hier: 20238 x g) und RT zentrifugiert. Der Durchfluss wur-
de verworfen, zum Waschen 600 µl Waschpuffer zugegeben und für 30 s bei fullspeed und 
RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen und die Säule für 2 min bei 
fullspeed und RT trocken zentrifugiert. Zur Elution wurden 20-50 µl H2O eingesetzt. Nach 
H2O-Zugabe wurde für 2 min bei RT inkubiert und anschließend für 2 min fullspeed und 
RT die DNA eluiert. 
2.7.11 Restriktionsverdau 
Für die Restriktion von DNA wurden die Fast Digest Enzyme der Firma Thermo Fisher 
Scientific verwendet und in folgendem Ansatz pipettiert (Tabelle 13).  
Tabelle 13: Ansatz zum Restriktionsverdau. 
Komponente Volumen [10 µl] 
DNA 4 
10x Fast Digest Puffer 1 
Enzym 0,5 
H2O 4,5 
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Der Verdau erfolgte bei einer Temperatur von 37°C. Die Inkubationszeit richtete sich nach 
der Art der verwendeten DNA. Plasmide wurden maximal 30 min verdaut und anschlie-
ßend ein Aliquot wie in Abschnitt 2.7.9 beschrieben auf ein Agarosegel aufgetragen und 
der Verdau kontrolliert. 
2.7.12 Ligation 
Die Ligation von DNA Fragmenten in einen Vektor wurde nach dem Ansatz in Tabelle 14 
pipettiert. 
Tabelle 14: Ansatz zur Ligation von DNA Fragmenten. 
 
Komponente Volumen [10 µl] 
Vektor 1 
Insert 4 
10x Ligase Puffer 1 
T4 Ligase 1 
H2O 3 
Die Reaktion erfolgte über Nacht bei 4°C. Die Deaktivierung der Ligase erfolgte am 
nächsten Tag durch 10 min Inkubation bei 65°C.  
2.7.13 Herstellung der Komplementationsplasmide für Et 1/99 Sm ymoB:: Tn5_Km
R
 
Für die Klonierung der ymo Komplementationsplasmide wurden die Genbereiche ymoB, 
ymoA und ymoBA aus E. amylovora und E. tasmaniensis via PCR wie in Abschnitt 2.7.8 
beschrieben amplifiziert. Zur Überprüfung der Produktgrößen wurde die DNA auf ein 
Agarosegel aufgetragen. In Tabelle 15 sind die Primerkombinationen, der amplifizierte 
Genbereich sowie die Größen der PCR-Produkte aufgelistet. 
Tabelle 15: Übersicht über die verwendeten Primer und die Produktgrößen der ymo-PCR. 
 
Primerkombination Genbereich Größe [bp] 
Ea-ymo-f + Ea-ymo-r ymoBA (Ea) 927 
Ea-ymo-f + Ea-ymo-r1 ymoB (Ea) 642 
Ea-ymo-f1 + Ea-ymo-r ymoA (Ea) 378 
Et-ymo-f + Et-ymo r1 ymoBA (Et) 893 
Et-ymo-f + Et-ymo r1 ymoB (Et) 591 
Et-ymo-f1 + Et-ymo r ymoA (Et) 324 
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Die PCR Produkte wurden wie in Abschnitt 2.7.10 beschrieben über eine Säule gereinigt 
und mit dem Vektor p3T (3003 bp) für ein blau-weiß Screening ligiert. Der Aufbau des 
Plasmids ist in Abbildung 6A dargestellt. Die Ligation erfolgte mit dem XcmI / PflMI ge-
öffneten Plasmid p3T und den jeweiligen Fragmenten (Abbildung 6B) wie in Abschnitt 
2.7.12 beschrieben. Anschließend erfolgte die Transformation in kompetente E. coli DH5α 
(siehe Abschnitt 2.7.3). Der Ansatz wurde auf Selektionsplatten mit X-Gal + Amp ausplat-
tiert. Der Ampicillin Hintergrund des Plasmids ermöglicht eine Selektion der Zellen, die 
das Plasmid aufgenommen haben. Der Farbstoff in der Platte dient einem blau-weiß Scree-
ning über die auf dem Plasmid kodierte β-Galaktosidase. Plasmide, in denen das PCR-
Produkt in den Vektor ligiert wurde, sollten in der Expression des Enzyms gestört sein und 
auf der Platte weiß erscheinen. Weiße Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher auf 
frische Agarplatten mit X-Gal + Amp gepickt und parallel in 1 ml LB + Amp Medium 
angeimpft. Die Inkubation erfolgte bei 37°C und 140 rpm. Anschließend wurden die Plas-
mide wie in den Abschnitten 2.7.5 bzw. 2.7.6 isoliert und zur Kontrolle der Vektor- und 
Insertgrößen ein Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI durchgeführt (siehe Abschnitt 
2.7.11). Die Orientierung des Inserts wurde mit dem jeweiligen reverse Primer des Inserts 
und den Primern M13F1 bzw. M13R2 überprüft.  
 
Abbildung 6: Aufbau des Klonierungsplasmids p3T (A) und eine schematische Übersicht über die 
eingebrachten Gene aus E. amylovora 1/79 bzw. E. tasmaniensis 1/99 (B). Ampicilinresistenz (bla), origin 
of replication (ColE1 ori) M13ori, lacZ Promotor, Betagalaktosidase Promotorsequenz (lacI), Alphapeptid 
der Beta-Galaktosidase (lacZ), multiple cloning site geschnitten mit PflMI und XcmI.  
Für die Komplementation der Mutante E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Km
R
_Tn5 wurden 
die Plasmide wie in Abschnitt 2.7.4 beschrieben via Elektroporation in elektrokompetente 
Zellen der E. tasmaniensis 1/99Sm ymoB::Km
R
_Tn5 Mutante transformiert.  
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Die Transformation wurde auf LB + Km + Amp ausplattiert und über Nacht bei 28°C in-
kubiert. Gewachsene Kolonien wurden mit einem sterilen Zahnstocher auf eine frische LB 
+ Km + Amp Agarplatte gepickt und nach Inkubation über Nacht bei 28°C auf Einzelkolo-
nien ausgestrichen. Die Phänotypen der komplementierten Zellen wurden analysiert und 
mit der Mutante verglichen.  
2.8 Pflanzenversuche 
2.8.1 Apfelblütenassay 
2.8.1.1 Wirkung von Antagonisten gegen E. amylovora auf der Blüte 
Für den Apfelblütenassay wurden frisch blühende Apfelblüten von Topfbäumchen aus dem 
Gewächshaus entnommen. 2 ml Reaktionsgefäße wurden mit H2O gefüllt und mit Alumi-
niumfolie abgedeckt. Nach dem Einstechen eines kleinen Loches in die Aluminiumfolie, 
wurde von den Blüten der untere Teil des Stiels abgeknipst und anschließend in die Reak-
tionsgefäße gestellt. Zur Behandlung der Blüten mit den Antagonisten wurde aus dem Tro-
ckenprodukt eine Bakteriensuspension mit einer Konzentration von 1x10
8
 cfu / ml in H2O 
angesetzt. Die Blüten wurden möglichst gleichmäßig mit einem Handsprüher besprüht. 
Anschließend wurden die Blüten unter dem Abzug getrocknet, bis keine Tropfen mehr zu 
sehen waren. Für die Infektion wurde eine Bakteriensuspension von E. amylovora auf eine 
OD600 von 1 eingestellt. Dazu wurde entweder Zellmaterial von einer ein bis zwei Tage 
alten Agarplatte verwendet oder Zellen aus einer Übernachtkultur. Die Pathogensuspension 
wurde auf eine OD600 von 1 eingestellt und die Zellen anschließend verdünnt, sodass ca. 
500 cfu / 5 µl vorlagen. Mit der Pipette wurden je 5 µl vorsichtig auf den Blütenboden der 
einzelnen Blüten gegeben. Die Blüten wurden in einer mit feuchtem Zellstoff ausgelegten 
Plastikbox fünf bis sieben Tage bei RT inkubiert und auf Symptombildung untersucht. Als 
Kontrolle wurden zwei unbehandelte Kontrollen verwendet. Bei diesen wurde 
E. amylovora (Positivkontrolle) oder H2O (Negativkontrolle) auf den Blütenboden pipet-
tiert.  
2.8.1.2 Bestimmung der Bakterienzellzahl auf der Blüte  
Um die Bakterienzahl auf der Blüte zu bestimmen, wurden die Blüten analog zu Abschnitt 
2.8.1.1 behandelt. Die Dichte der Sprühsuspension variierte zwischen 1x10
8 
cfu / ml und 
1x10
5 
cfu / ml. Je nach Versuchsaufbau wurden von drei bis zehn Einzelblüten die Stiele 
abgeschnitten und die Blüte in 1 ml H2O für 10 min auf dem Kleinschüttler (1000 rpm) 
gewaschen.  
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Die Blüte wurde verworfen und von der Waschprobe in einer 96-Well Mikrotiterplatte eine 
1:10 Verdünnungsreihe (Volumen: 200 µl) angelegt. Bis zu zwölf Verdünnungen wurden 
mit der Multikanalpipette à 5 µl Tropfen in drei Wiederholungen auf St. I- bzw. eine Se-
lektionsplatte getropft. Nach dem Trocknen wurden die Platten über Nacht bei 28°C inku-
biert. Die Verdünnungsstufen im Bereich von eins bis ca. 50 Kolonien je Tropfen wurden 
gezählt und die cfu / Blüte berechnet. Um die Entwicklung der Bakterien auf der Blüte zu 
untersuchen, wurden die cfu / Blüte in verschiedenen Zeitverläufen untersucht. 
2.8.1.3 Bestimmung des Sporenanteils auf der Blüte 
Zur Bestimmung des Sporenanteils von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte wurde 
ein Aliquot der Blüten-Waschprobe für 10 min bei 80°C im Wasserbad inkubiert. An-
schließend wurde wie in Abschnitt 2.8.1.2 beschrieben eine Verdünnungsreihe angelegt 
und getropft. Die Verdünnungsstufen im Bereich von eins bis ca. 50 Kolonien je Tropfen 
wurden gezählt und die cfu / Blüte berechnet. Im Vergleich mit der Gesamtzellzahl aus der 
nicht-erhitzten Probe konnte so der Anteil der Sporen auf der Blüte bestimmt werden.  
2.8.2 Birnenscheibenassay  
2.8.2.1 96-Well Screening von Feuerbrandantagonisten auf Birnenscheiben 
Die Birnen wurden in Walnussgröße geerntet und in Gefrierbeutel verpackt bei 4°C auf-
bewahrt. Für den Assay im 96-Well Format wurden die Birnen in 0,5 bis 1,0 cm dicke 
Scheiben geschnitten und anschließend mit einem Korkbohrer in kleinere Scheiben ausge-
stanzt (Durchmesser ca. 0,3 mm). Die so enthalten „Disks“ wurden zur Desinfektion vor-
sichtig in 5% (v/v) H2O2 getaucht und zum Trocken auf Zellstoff gegeben. Anschließend 
wurden die Disks auf eine 96-Well Mikrotiterplatte verteilt.  
Von dem Antagonist wurden 48 Einzelkolonien mit einem sterilen Zahnstocher auf eine 
Agarplatte gepickt. Nach Inkubation über Nacht wurden die Zellen von zwei Platten mit 
einem Metallstempel in eine 96-Well Mikrotiterplatte mit 200 µl sterilem H2O überführt 
und resuspendiert. In einer weiteren 96-Well Mikrotiterplatte wurde die Bakteriensuspen-
sion 1:10 in sterilem H2O verdünnt. Je 10 µl der Antagonistensuspension wurde mittig auf 
die ausgestanzten Disks gegeben. Von einer Übernachtkultur von E. amylovora 222_JKI 
pKAN wurde die OD600 bestimmt und auf eine OD600 von 1 eingestellt. Das Inokulum 
wurde in H2O verdünnt, sodass beim Pipettieren von 5 µl auf die Birne pro Disk 
ca. 5000 cfu vorlagen. Nach 24, 48 und 72 h Inkubation in einer mit feuchtem Zellstoff 
ausgelegten Plastikbox wurde im Platereader die Fluoreszenz im Well-Scan Mode in einer 
5x5 Matrix gemessen. 
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2.8.3 In vitro Pflanzen 
In vitro Pflanzen der Apfelsorte Pinova wurden für Adhäsions- und Infektionsversuche 
verwendet.  
2.8.3.1 Adhäsionsversuche auf in vitro Pflanzen 
Am Vortag des Versuches wurde eine Übernachtkultur der Antagonisten in 10 ml LB an-
gesetzt. Am nächsten Tag wurde die OD600 bestimmt und 1 ml Kultur auf eine OD600 von 1 
eingestellt. Anschließend wurde der Antagonist auf eine Dichte von 1x10
8
 cfu / ml in H2O 
verdünnt. Ca. 8 cm große Pflanzen wurden gleichmäßig mit einem Handsprüher mit der 
Antagonistensuspension besprüht. Pro Ansatz wurden jeweils fünf Pflanzen verwendet. 
Die Inkubation erfolgte in geschlossenen Plastikbechern bei RT. Täglich wurden je fünf 
Blätter pro Ansatz entnommen und in 2 ml Reaktionsgefäßen abgewogen. Pro mg wurden 
100 µl steriles H2O zugegeben. Die Proben wurden für 10 min auf dem Kleinschüttler bei 
1000 rpm gewaschen. Von der Waschprobe wurde eine 1:10 Verdünnungsreihe in einer 
96-Well Mikrotiterplatte angelegt und 5 µl der Suspension in dreifacher Wiederholung auf 
Agarplatten getropft. Die Platten wurden über Nacht bei 28°C inkubiert und am nächsten 
Tag die Kolonien in einem Bereich von eins bis 50 gezählt. Abschließend wurde die cfu 
pro Blatt berechnet.  
2.9 Freilandversuche in Mannheim / Kirschgartshausen 
2.9.1 Feuerbrandbekämpfungsversuch 
Der Bekämpfungsversuch richtete sich nach der EPPO Richtlinie (PP1/166-3) (beschrieben 
in Kapitel 1.5) und wurde an dreijährigen Apfelbäumen der Sorte Gala auf der Unterlage 
M9 in Mannheim / Kirschgartshausen durchgeführt. Pro Behandlungsvariante standen je-
weils vier Parzellen mit acht bis zehn Bäumen zur Verfügung. Die Trocken- bzw. Flüssig-
produkte der Antagonisten wurden im Vorfeld aliquotiert, sodass eine Dichte von 
1x10
8
 cfu / ml vorlag. Zur Behandlung der Bäume wurden die Varianten in Tanks mit ei-
nem Fassungsvermögen von 30 Litern in H2O angesetzt und die Bäume gleichmäßig be-
sprüht. Der mittlere Baum, sowie die beiden äußeren Bäume einer jeden Parzelle wurden 
1 - 2 h nach der Behandlung mit dem Feuerbranderreger infiziert. Dazu wurde ein Stamm-
gemisch aus besonders aggressiven E. amylovora Stämmen mit einer Dichte von 
1x10
8
 cfu / ml gesprüht. Zur Bonitur wurden die vorhandenen Blütenbüschel einzeln be-
wertet und der Anteil an infizierten und nicht-infizierten Clustern bestimmt. Die Bonitur 
der primär infizierten Bäume erfolgte etwa zwei Wochen nach Versuchsbeginn. Die se-
kundär infizierten Bäume wurden etwa vier Wochen nach Versuchsbeginn bonitiert. Zur 
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anschließenden Auswertung wurde der Befall in der Anlage sowie der Wirkungsgrad der 
getesteten Formulierungen nach den nachfolgenden Formeln berechnet: 
Befall [%] = (1 / Gesamtclusteranzahl) x Anzahl befallene Büschel 
Wirkungsgrad = 1 – ( % Befall / % Befall in unbehandelt)  
2.9.2 Untersuchungen zur Ausbreitung und Etablierung der Antagonisten im Frei-
land 
In der Versuchsanlage Kirschgartshausen wurden ausgewählte Bäume mit frisch geöffne-
ten Blüten der Sorte Gala markiert und mit den Antagonisten (1x10
8 
cfu / ml) per Sprühen 
inokuliert. Über einen Zeitraum von vier bis fünf Wochen wurden in wöchentlichen Ab-
ständen bis zu zehn Blüten pro Baum gesammelt. Diese wurden einzeln für 10 min in 1 ml 
sterilem H2O / Blüte auf dem Kleinschüttler bei ca. 1000 rpm gewaschen. 1 ml LB wurde 
mit 100 µl der Blütenwaschprobe angeimpft und über Nacht bei 28°C und 200 rpm inku-
biert. Die restliche Waschprobe wurde mit Glycerin versetzt (Endkonzentration: 20% 
(v/v)) und bis zu weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. Am nächsten Morgen wurden 
der Übernachtkultur Glycerin zugesetzt (Endkonzentration: 20% (v/v)) und bei -80°C ein-
gefroren.  
2.9.2.1 PCR-Nachweis von E. tasmaniensis 
Sowohl von den Waschproben, als auch von den in Abschnitt 2.9.2 beschriebenen Über-
nachtkulturen wurde ein Lysat mit 0,1% Tween 20 hergestellt. Dazu wurden 50 µl 
Tween 20 mit 10 µl Probe versetzt und für 10 min bei 65°C inkubiert. Die als Template 
eingesetzte DNA wurde in der Regel 1:10 verdünnt und dann wie in Abschnitt 2.7.8 be-
schrieben amplifiziert. Mit der DNA aus den Waschproben wurden verschiedenen Ver-
dünnungen (1:10, 1:50, 1:100, 1:200) getestet. Die Sequenz und Bindestellen der Nach-
weisprimer ETPSGL4124 und ETPSGL4760c sind in Tabelle 6 aufgelistet. Das PCR Pro-
dukt weist eine Größe von 637 bp auf. Als Positivkontrolle wurde ein Tween-Lysat von 
E. tasmaniensis 1/99 eingesetzt. 
2.9.2.2 Nachweis von Bacillus über Bestimmung der LZZ auf Selektionsmedium  
Der Nachweis von B. amyloliquefaciens FZB42 erfolgte über Bestimmung der Bacillus 
cfu / Blüte. Dazu wurde 2015 mit einem Isolat gearbeitet, das eine Spontanmutation zur 
Rifampicinresistenz aufweist. Von den in Kirschgartshausen gesammelten Blütenproben 
wurden 100 µl der Waschprobe auf LB + Rif ausplattiert und über Nacht bei 28°C inku-
biert.  
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Von den Blüten, die im Vorfeld mit B. amyloliquefaciens FZB42 Rif behandelt wurden, 
wurde außerdem eine 1:10 und eine 1:100 Verdünnung der Waschprobe plattiert. Am 
nächsten Tag wurden die Bacillus Kolonien auf den Platten gezählt und die cfu / Blüte 
berechnet. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Kultivierungsexperimente mit E. amylovora 
3.1.1 Korrelation zwischen Wachstum und Lumineszenz von E. amylovora 1/79 
pfdC1-Z‘-lux 
Um Antagonist und Pathogen in einer Ko-Kultur voneinander unterscheiden zu können, 
wurde ein lumineszierender Reporterstamm von E. amylovora eingesetzt. Dieser ermög-
licht eine indirekte Bestimmung der Zellaktivität des Pathogens (Bogs et al. 1998). Die 
Korrelation zwischen dem Wachstum und der Abgabe von Biolumineszenz von 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux wurde zunächst unter den vorhandenen Versuchsbedin-
gungen untersucht. Abbildung 7 zeigt, dass nach ca. 6 h Inkubation, mit Beginn der expo-
nentiellen Wachstumsphase, ein Anstieg der rel. Lumineszenz zu beobachten war. Diese 
nahm mit dem Anstieg der Zelldichte zu und erreichte nach 12,5 h ihr Maximum von ca. 
120000 rel. Lumineszenzeinheiten. Anschließend fiel die Lumineszenz wieder ab, während 
die Zelldichte konstant bei einer OD600 von ~ 1,0 blieb.  
 
 
Abbildung 7: Korrelation von Wachstum und Biolumineszenz des Reporterstammes E. amylovora 1/79 
pfdC1-Z'-lux. Eine frische Übernachtkultur von Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux wurde verwendet, um 200 µl LB in 
einer Mikrotiterplatte mit einer Startdichte von 1x10
6 
cfu / ml anzuimpfen. Die Kultur wurde bei 200 rpm 
und 28°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 16,5 h wurden im Platereader die Absorption bei OD600 (Kreis) 
und die relative Lumineszenz (Säule) gemessen. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei 
unabhängigen Wiederholungen mit der gleichen Tendenz. 
Wie in Abbildung 7 zu sehen ist, korreliert der Anstieg der Lumineszenz mit der Zunahme 
der Zelldichte von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux in der exponentiellen Phase. Die ma-
ximale Intensität wurde über einen Zeitraum von ca. 1,5 h aufrechterhalten, bevor es zu 
einem Abfall der rel. Lumineszenz nach dem Eintritt in die stationäre Phase kam. 
  
3. Ergebnisse 
44 
 
3.1.2 Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durch E. tasmaniensis DS08  
Wie in Abschnitt 3.1.1 gezeigt, korreliert das Wachstum des Reporterstammes 
E. amylovora 1/79 pfdC1Z‘-lux über die Dauer der exponentiellen Phase mit der abgege-
benen Biolumineszenz. Um die Wirkung von E. tasmaniensis DS08 als Biokontrollorga-
nismus gegen den Feuerbranderreger zu testen, wurde die Hemmung des Reporterstammes 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durch den Antagonisten in dem in Kapitel 2.6.2 beschrie-
benen Ko-Kultivierungsassay überprüft. Als Kontrolle wurde eine Reinkultur von 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux eingesetzt. Um die Effektivität der Hemmung von 
E. tasmaniensis DS08 auf E. amylovora zu testen, wurden Ko-Kulturen aus Antagonist und 
Pathogen in verschiedenen Mischungsverhältnissen angeimpft (Abbildung 8).  
 
Abbildung 8: Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z'-lux durch E. tasmaniensis DS08. Eine frische 
Übernachtkultur von Et DS08 wurde verwendet, um 100 µl LB in einer Mikrotiterplatte mit einer Startdichte 
von 2x10
7 
cfu / ml anzuimpfen. In der Mikrotiterplatte wurde dann eine 1:2 Verdünnungsreihe in LB ange-
legt und nach Zugabe von 1x10
6
 cfu / ml Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux in einem Gesamtvolumen von 200 µl bei 
200 rpm und 28°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 15 h wurde im Platereader die rel. Lumineszenz ge-
messen. Gezeigt sind die Mischungsverhältnisse im Inokulum von 2,5:1; 1:1,6 und 1:3,2 von Et DS08 (Rau-
te) zu Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux. Als Kontrolle wurde eine Reinkultur von Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux (Kreis) einge-
setzt. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei unabhängigen Wiederholungen mit gleicher 
Tendenz. 
Die Reinkultur von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux erreichte unter den getesteten Bedin-
gungen nach ca. 13 h Inkubation ein Maximum von 110000 rel. Lumineszenzeinheiten. 
Die Ko-Kultivierung des Pathogens mit E. tasmaniensis DS08 führte in allen getesteten 
Varianten zu einer deutlichen Reduzierung der maximalen Lumineszenz von E. amylovora 
1/79 pfdC1-Z‘-lux. Bei Inokulation mit 2,5 Teilen Antagonist zu einem Teil des pathoge-
nen Reporterstammes wurden nach 8 h Inkubation mit ca. 8000 rel. Lumineszenzeinheiten 
lediglich 6% der maximalen Lumineszenz der Kontrolle erreicht.  
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Bei einem Mischungsverhältnis von 1:1,6 (Antagonist zu Pathogen) im Inokulum lag die 
rel. Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei 30000 rel. Einheiten zum Zeit-
punkt t = 10 h und erreichte damit 23% der maximalen Lumineszenz der Kontrolle. Bei 
Inokulation mit 3,2 Teilen Pathogen zu einem Teil Antagonist lag die rel. Lumineszenz mit 
ca. 40000 Einheiten bei ca. 32% der maximalen Lumineszenz in der Kontrolle (t = 11 h).  
3.1.3 Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durch B. amyloliquefaciens 
FZB42 
Parallel wurde auch die Hemmwirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 mit dem in Kapi-
tel 2.6.2 beschriebenen Ko-Kultivierungsassay überprüft. Verglichen wurden Inokulum-
gemische von Antagonist zu Pathogen im Verhältnis von 2,5:1, 1:1,6 und 1:3,2 mit der 
Kontrolle von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux in Reinkultur (Abbildung 9).  
 
Abbildung 9: Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z'-lux durch B. amyloliquefaciens FZB42. Eine 
frische Übernachtkultur von Ba FZB42 wurde verwendet, um 100 µl LB in einer Mikrotiterplatte mit einer 
Startdichte von 2x10
7 
cfu / ml anzuimpfen. In der Mikrotiterplatte wurde dann eine 1:2 Verdünnungsreihe in 
LB angelegt und nach Zugabe von 1x10
6
 cfu / ml Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux in einem Gesamtvolumen von 200 µl 
bei 200 rpm und 28°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 18 h wurde im Platereader die relative Lumines-
zenz gemessen. Gezeigt sind die Mischungsverhältnisse im Inokulum von 2,5:1, 1:1,6 und 1:3,2 von Ba 
FZB42 (Dreieck) zu Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux. Als Kontrolle wurde eine Reinkultur von Ea 1/79 pfdC1-Z' lux 
(Kreis) eingesetzt. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei unabhängigen Wiederholungen 
mit gleicher Tendenz. 
Die Kontrolle erreichte auch in diesem Ansatz nach ca. 13 h Inkubation ihre maximale 
Lumineszenz. Die rel. Lumineszenz lag mit ca. 82000 Einheiten etwas niedriger als bei 
dem Versuch mit E. tasmaniensis DS08 (siehe Abschnitt 3.1.2). Auch die Ko-Kultivierung 
von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux mit B. amyloliquefaciens FZB42 führte in allen getes-
teten Varianten zu einer Reduzierung der Lumineszenz des Reporterstammes.  
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Bei einem Inokulum mit einem Überschuss von 2,5 Anteilen Antagonist zu einem Teil 
Pathogen wurden nach 8 h Inkubation mit 9000 rel. Lumineszenzeinheiten lediglich 9% 
der maximalen Lumineszenz der Kontrolle erreicht. Bei einem Inokulum mit einem Mi-
schungsverhältnis von 1:1,6 von Antagonist zu Pathogen lag die maximale rel. Lumines-
zenz des Reporterstammes bei 20000 Einheiten nach 10 h Inkubation. Dieser Wert ent-
spricht etwa 21% der maximalen Lumineszenz der Kontrolle. Bei einem Inokulum mit 3,2 
Teilen Pathogen zu einem Teil Antagonist lag die Lumineszenz etwas höher bei 28000 rel. 
Lumineszenzeinheiten (t = 11 h), was 29% der maximalen Lumineszenz in der Kontrolle 
entspricht. 
3.1.4 Hemmwirkung diverser Bazillen auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux  
Verschiedene Arten aus der Gattung Bacillus wurden auf ihre antagonistische Wirkung auf 
den Feuerbranderreger E. amylovora untersucht. Wie in den Abschnitten 3.1.2 und 3.1.3 zu 
sehen, führte die Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von wirksamen Antagonisten 
zu einer Verschiebung der Wachstumskurve. Damit einhergehend wurde die maximale 
Lumineszenz zu unterschiedlichen Zeitpunkten erreicht. Im Folgenden wurde die maxima-
le Lumineszenz der Ko-Kulturen als Anteil gegen die Kontrolle von E. amylovora 1/79 
pfdC1-Z‘-lux in Reinkultur (= 100%) verglichen. Abbildung 10 zeigt die maximale Lumi-
neszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei der Ko-Kultivierung mit Stämmen der 
Art B. amyloliquefaciens (FV 11-1, FV 11-6, Abi 01, Abi 125, Gao B2, FZB42) sowie B. 
subtilis ssp spizizenii (Stamm 2), B. mojavensis (Stamm 7) und B. subtilis ssp subtilis 
(Stamm 8, Stamm 12) im Vergleich. Als Inokulum wurden Mischungsverhältnisse von 
Antagonist zu Pathogen von 2:1, 1:1 und 1:2 getestet. Innerhalb der Art 
B. amyloliquefaciens ließen sich kaum Unterschiede in der Hemmwirkung der verschiede-
nen Isolate erkennen. Die Stämme FV 11-1, FV 11-6, Abi 01 und Abi 125 waren in ihrer 
Wirkung auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux gleich effektiv. Die Lumineszenz lag bei 
maximal 14% (± 2% bis 8%) der Kontrolle bei einem Verhältnis von 1:2 (Antagonist zu 
Pathogen) im Inokulum. Die Wirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 lag in einem ähnli-
chen Bereich. Bei einem Verhältnis von 1:2 von Antagonist zu Pathogen im Inokulum lag 
die Lumineszenz des Reporterstammes bei 21% (± 7%) der Kontrolle. Innerhalb der 
B. amyloliquefaciens Stämme zeigte Gao B2 die schwächste Wirkung. Bei einem Inoku-
lum mit 2 Teilen Antagonist zu einem Teil Pathogen lag die maximale Lumineszenz bei 
19% (± 4%) der Kontrolle. Bei einem Überschuss von 2 Teilen E. amylovora 1/79 pfdC1-
Z‘-lux im Inokulum stieg die maximale Lumineszenz auf 30% (± 7%) der Kontrolle.  
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Abbildung 10: Maximale Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z' lux bei Ko-Kultivierung mit 
verschiedenen Bacillus Arten. Frische Übernachtkulturen von verschiedenen Bacillus Isolaten wurden ver-
wendet, um 100 µl LB in einer Mikrotiterplatte mit einer Startdichte von 4x10
6 
cfu / ml anzuimpfen. In der 
Mikrotiterplatte wurde dann eine 1:2 Verdünnungsreihe in LB angelegt und nach Zugabe von 1x10
6
 cfu / ml 
Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux in einem Gesamtvolumen von 200 µl bei 200 rpm und 28°C inkubiert. Über einen Zeit-
raum von mindestens 22 h wurde im Platereader die rel. Lumineszenz gemessen. In der Grafik sind die Mi-
schungsverhältnisse von 2:1, 1:1 und 1:2 von Antagonist zu Pathogen im Inokulum zu sehen. Als Kontrolle 
diente eine Reinkultur von Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux. Dargestellt ist die maximal erreichte Lumineszenz der Ko-
Kultur normalisiert gegen die Kontrolle (= 100%). Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei 
unabhängigen Wiederholungen mit gleicher Tendenz. 
Neben den Stämmen der Art B. amyloliquefaciens zeigten auch Stämme von B. subtilis 
eine Hemmwirkung auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux in Ko-Kultivierung. Von den 
getesteten Stämmen zeigten Stamm 2, Stamm 8 und Stamm 12 vergleichbare Hemmwir-
kungen. Bei einem Überschuss von 2 Teilen Pathogen im Inokulum lag die maximale Lu-
mineszenz bei 14% (± 1% bis 5%) der Kontrolle. Stamm 7 zeigte hingegen eine deutlich 
verminderte Hemmwirkung auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux. Bei einem Verhältnis 
von 2 Teilen Pathogen zu einem Teil Antagonist im Inokulum lagen ca. 50% (± 11%) der 
maximalen Lumineszenz der Kontrolle vor.  
3.1.5 Wirkung der Kulturüberstände von E. tasmaniensis DS08 und 
B. amyloliquefaciens FZB42 auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux 
Es wurden verschiedene Wirkungsmechanismen beschrieben, die bakterielle Antagonisten 
zur Hemmung eines Pathogen nutzen. Dazu gehört u.a. die Bildung von Toxinen (siehe 
Kapitel 1.3.1.2). Die Kulturüberstände von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens 
FZB42 wurden auf eine mögliche Hemmwirkung überprüft.  
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Dazu wurden die Überstände von Übernachtkulturen der Antagonisten, wie in Kapitel 
2.6.3 beschrieben, geerntet und in Mikrotiterplatte ein Hemmtest mit dem Reporterstamm 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durchgeführt. Ein Vergleich der Hemmwirkung durch die 
Kulturüberstände von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 ist in Abbil-
dung 11 dargestellt.  
 
Abbildung 11: Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z'-lux durch Kulturüberstände von 
E. tasmaniensis DS08 bzw. B. amyloliquefaciens FZB42. Die Überstände frischer 10 ml Übernachtkulturen 
von Et DS08 und Ba FZB42 wurden durch Zentrifugation geerntet. In einer Mikrotiterplatte wurde eine 1:2 
Verdünnungsreihe der ungefilterten Überstände in LB + Km angelegt, um verschiedene Konzentrationen der 
Überstände zu testen. Nach Zugabe von 1x10
6
 cfu / ml Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux wurde ein Gesamtvolumen von 
200 µl bei 200 rpm und 28°C inkubiert. Über einen Zeitraum von 24 h wurde im Platereader die relative 
Lumineszenz gemessen. Gezeigt ist der Einfluss des 1:4 verdünnten Überstandes von Et DS08 (Raute) bzw. 
Ba FZB42 (Dreieck) auf Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux. Als Kontrolle wurde eine unbehandelte Kontrolle von Ea 
1/79 pfdC1-Z'-lux (Kreis) eingesetzt. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei unabhängi-
gen Wiederholungen mit gleicher Tendenz. 
Eine unbehandelte Kontrolle von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux wies unter den geteste-
ten Bedingungen nach 22 h Inkubation eine maximale Lumineszenz mit 82000 rel. Lumi-
neszenzeinheiten auf. Eine 1:4 Verdünnung des Kulturüberstandes von E. tasmaniensis 
DS08 hatte einen minimalen Effekt auf das Pathogen und zeigte eine rel. Lumineszenz des 
Reporterstammes von ca. 75000 Einheiten (t = 23 h), was 92% der maximalen Lumines-
zenz in der unbehandelten Kontrolle entspricht. Im Gegensatz dazu konnte bei der Kulti-
vierung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux unter Zugabe einer 1:4 Verdünnung des Kul-
turüberstandes von B. amyloliquefaciens FZB42 keine Lumineszenz gemessen werden. 
Um die Hemmwirkung der Toxine genauer zu untersuchen, wurden verschiedene Konzent-
rationen der Überstände eingesetzt. Ein Vergleich der Lumineszenzmaxima von 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux unter Zugabe von Kulturüberständen von E. tasmaniensis 
DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 ist in Tabelle 16 dargestellt.  
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Tabelle 16: Normierte maximale Lumineszenz einer E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux Kultur versetzt 
mit Überständen (Ü) von E. tasmaniensis DS08 bzw. B. amyloliquefaciens FZB42 (Prozent). Die Über-
stände von frischen Übernachtkulturen von Et DS08 und Ba FZB42 wurden durch Zentrifugation geerntet. In 
einer Mikrotiterplatte wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe Überstände in LB + Km angelegt, um den Einfluss 
der 1:2 bis 1:64 verdünnten Überstände auf Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux zu testen. Die Kultur mit einem Gesamtvo-
lumen von 200 µl wurde bei 200 rpm und 28°C inkubiert und über einen Zeitraum von 20 h im Platereader 
die relative Lumineszenz gemessen. Als Kontrolle wurde eine unbehandelte Kontrolle von Ea 1/79 pfdC1-Z'-
lux eingesetzt. Dargestellt ist die maximal erreichte Lumineszenz normalisiert gegen die Kontrolle (= 100%). 
Gezeigt sind die Mittelwerte und die Standardabweichungen von drei unabhängigen Versuchen. 
 
Kulturüberstand 
Verdünnung 
Norm. Lumineszenz (%)  
Ea1 + Ü DS08 
Norm. Lumineszenz (%) 
Ea1 + Ü FZB42 
1:2 29 ± 9 3 ± 4 
1:4 88 ± 7 3 ± 4 
1:8 123 ± 7 4 ± 4 
1:16 135 ± 11 7 ± 6 
1:32 133 ± 4 15 ± 11 
1:64 126 ± 3 23 ± 13 
 
Der Einsatz einer 1:2 Verdünnung des Kulturüberstandes von E. tasmaniensis DS08 führte 
im Mittel zu einer Reduktion der maximalen Lumineszenz des pathogenen Reporterstam-
mes auf ca. 29% der unbehandelten Kontrolle. Bereits im nächsten Verdünnungsschritt 
(1:4) war die Hemmung fast vollständig aufgehoben. Die maximale Lumineszenz lag bei 
ca. 88% der unbehandelten Kontrolle. Im Gegensatz zu Überständen von E. tasmaniensis 
DS08 erreichten die Überstände von B. amyloliquefaciens FZB42 auch bei höheren Ver-
dünnungen eine deutliche Hemmwirkung. In der 1:8 Verdünnung lag die maximale Lumi-
neszenz bei ca. 4% der unbehandelten Kontrolle. In der 1:32 Verdünnung wurden ca. 15% 
der maximalen Lumineszenz der unbehandelten Kontrolle erreicht. Höhere Verdünnungs-
stufen führten zu einem Anstieg der maximalen Lumineszenz. Erst ab einer Verdünnung 
des Überstandes von 1:512 lag keine Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux mehr 
vor (nicht gezeigt).  
3.1.6 Wirkung von Kulturüberständen in Abhängigkeit vom Erntezeitpunkt 
Wie in Abschnitt 3.1.5 gezeigt wurde, haben Komponenten aus dem Kulturüberstand von 
B. amyloliquefaciens FZB42 eine direkte Hemmwirkung auf E. amylovora. Dies bestätigte 
die Wirkung der in Kapitel 1.3.1.2 beschriebenen Toxine von B. amyloliquefaciens FZB42. 
Unterschiede zwischen verschiedenen Arten, die die Praxistauglichkeit der Antagonisten 
beeinflussen können, wurde in einem weiteren Hemmtest untersucht.  
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Dazu wurden Kulturüberstände eingesetzt, die zu unterschiedlichen Zeitpunkten der statio-
nären Wachstumsphase geerntet wurden. Tabelle 17 zeigt den Vergleich der maximalen 
Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei Kultivierung mit Überständen von 
B. amyloliquefaciens Abi 125, B. amyloliquefaciens FV 11-6 und B. mojavensis Stamm 7. 
Die Überstände wurden nach einer oder zwei Nächten Kultivierung geerntet.  
Tabelle 17: Lumineszenz einer E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux Kultur mit Überständen (Ü) von 
B. amyloliquefaciens Abi 125 und B. mojavensis Stamm 7 (Prozent). Die Überstände von Abi 125, FV 11-
6 und Stamm 7 wurden nach ein (T1) bzw. zwei (T2) Tagen Kultivierung geerntet. In einer Mikrotiterplatte 
wurde 100 µl einer 1:10 Verdünnung der Überstände vorgelegt und eine 1:10 Verdünnungsreihe in LB + Km 
angelegt, um den Einfluss der 1:20 bis 1:80 verdünnten Überstände auf Ea 1/79 pfdC1Z‘-lux zu testen. Die 
Kultur mit einem Gesamtvolumen von 200 µl wurde bei 200 rpm und 28°C inkubiert. Über einen Zeitraum 
von mindestens 20 h wurde im Platereader die relative Lumineszenz gemessen. Zur Kontrolle wurde eine 
unbehandelte Kontrolle von Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux eingesetzt. Dargestellt ist die maximal erreichte Lumines-
zenz normalisiert gegen die Kontrolle (= 100%). Gezeigt ist der Mittelwert aus drei unabhängigen Versuchen 
und der Standardabweichung. 
 
Verdünnung Norm. Lumineszenz (%) 
Ea1 + Ü Abi 125 
Norm. Lumineszenz (%) 
Ea1 + Ü Stamm 7 
 T1 T2 T1 T2 
1:10 0 ± 0 6 ± 8 17 ± 4 11 ± 16 
1:20 0 ± 0 22 ± 18 88 ± 4 29 ± 29 
1:40 2 ± 1 34 ± 25 103 ± 17 57 ± 26 
1:80 6 ± 4 41 ± 23 107 ± 21 70 ± 22 
 
Die nach einem Tag Inkubation geernteten Überstände von B. amyloliquefaciens Abi 125 
und B. amyloliquefaciens FV 11-6 zeigten unter den getesteten Bedingungen bei einer 
Verdünnung von 1:80 noch eine fast vollständige Hemmung von E. amylovora 1/79 
pfdC1-Z‘-lux (maximal 6% der Lumineszenz der unbehandelten Kontrolle). Erfolgte die 
Ernte nach zwei Tagen Inkubation nahm die Hemmwirkung der Kulturüberstände von 
B. amyloliquefaciens deutlich ab. Bei der Zugabe einer 1:20 Verdünnung des Überstandes 
lag die maximale Lumineszenz bei 22% der unbehandelten Kontrolle. Bei einer Verdün-
nung von 1:80 lag die maximale Lumineszenz bei 41% der unbehandelten Kontrolle. Im 
Vergleich dazu zeigte der Kulturüberstand von Stamm 7 eine bessere Wirkung, wenn die 
Ernte des Überstandes nach 2 Tagen Kultivierung erfolgte. Während bei einer Verdünnung 
von 1:10 die maximale Lumineszenz des Reporterstammes zwischen 17% (Ernte nach ei-
nem Tag) und 11% (Ernte nach zwei Tagen) der unbehandelten Kontrolle lag, zeigte sich 
bei einer Verdünnung von 1:40 ein deutlicher Unterschied.  
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Der nach einem Tag Kultivierung geerntete Überstand zeigte keinen Hemmeffekt auf 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux, während die Zugabe von Überstand des späteren Ernte-
zeitpunktes zu einer maximalen Lumineszenz von ca. 60% der unbehandelten Kontrolle 
führten. 
3.1.7 Wirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 und thermotoleranten Bazillen 
Die Temperatur im Freiland liegt im Frühjahr in einem Temperaturbereich, der für antago-
nistische Bazillen nicht in einem optimalen Bereich liegt. Die optimale Wachstumstempe-
ratur von B. amyloliquefaciens FZB42 liegt beispielsweise zwischen 30 bis 40°C (Priest et 
al., 1987). Die Temperaturbedingungen im Feld können daher einen entscheidenden Ein-
fluss auf die Hemmwirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 haben. Um dies zu überprü-
fen wurde ein Ko-Kultivierungsassay mit E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei einer Inku-
bationstemperatur von 16°C durchgeführt. Diese Temperatur liegt in einem wahrscheinli-
chen Bereich für die Freilandbedingungen im Frühjahr.  
Im Vergleich zu B. amyloliquefaciens FZB42 wurden außerdem Bacillus Arten untersucht, 
die auch bei Temperaturen zwischen 4°C und 10°C sehr gut wachsen können. Dabei han-
delte es sich um B. atropheus GBSC56 (GBSC), B. pumilus N6 (N6) und B. simplex R41 
(R41) (ABiTEP GmbH). In Abbildung 12 sind die Lumineszenzmaxima von E. amylovora 
1/79 pfdC1-Z‘-lux normiert zur Kontrolle der Reinkultur (= 100%) in einem Ko-
Kulturvierungsversuch mit B. amyloliquefaciens FZB42, B. atropheus GBSC, 
B. pumilus N6 und B. simplex R41 gezeigt. Getestet wurden Mischungsverhältnisse im 
Inokulum von Antagonist zu Pathogen von 2,5:1, 1,25:1 und 1:1,6. Bei der Inkubation bei 
16°C nahm die Hemmwirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 im Vergleich zu den Ver-
suchen bei 28°C (Abbildung 6B) deutlich ab. Selbst bei einem 2,5-fachen Überschuss an 
Antagonist im Inokulum lag die Lumineszenz bei ca. 84% (± 13%) der maximalen Lumi-
neszenz der Kontrolle. In einem ähnlichen Bereich lag die maximale Lumineszenz von 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei der Ko-Kultivierung mit B. atropheus GBSC. Bei 2,5 
Teilen Antagonist zu einem Teil Pathogen lag die maximale Lumineszenz bei 
68% (± 12%). Bei einem Teil Antagonist zu 1,6 Anteilen Pathogen lag die Lumineszenz 
des Reporterstammes bei 96% (± 11%) der Kontrolle. Unter den getesteten Bedingungen 
zeigte B. pumilus N6 die beste Hemmwirkung auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux. Bei 
der Ko-Kultivierung lag die maximale Lumineszenz bei einem 2,5-fachen Überschuss an 
Antagonist bei 43% (± 5%) der Kontrolle und bei einem 1,6-fach höheren Anteil an Patho-
gen im Inokulum bei 73% (± 13%). B. simplex R41 zeigte unabhängig vom Mischungsver-
hältnis von Antagonist zu Pathogen eine konstante Hemmwirkung von ca. 50% (± 4%). 
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A         B        
     
 
Abbildung 12: Maximale Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z'-lux bei Ko-Kultivierung mit 
thermotoleranten Bacillus Arten bei 16°C (A) und 28°C (B). Frische Übernachtkulturen von verschiede-
nen Bacillus Arten wurden verwendet, um 100 µl LB in einer Mikrotiterplatte mit einer Startdichte von 2x10
7
 
cfu / ml im ersten Well anzuimpfen. In der Mikrotiterplatte wurde dann eine 1:2 Verdünnungsreihe in LB 
angelegt und nach Zugabe von 1x10
6
 cfu / ml Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux ein Gesamtvolumen von 200 µl bei 200 
rpm und 16°C bzw. 28°C inkubiert. Als Kontrolle wurde eine Reinkultur von Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux verwen-
det. Die Grafik zeigt die maximal erreichte Lumineszenz der Ko-Kultur normalisiert gegen die Kontrolle 
(= 100%) bei Mischungsverhältnissen von 2,5:1, 1,25:1 und 1:1,6 der Bacillus Isolate zu Ea 1/79 pfdC1-Z'-
lux im Inokulum. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei unabhängigen Wiederholungen 
mit der gleichen Tendenz. A: Nach Inkubation über Nacht wurde in zwei Stunden Intervallen die relative 
Lumineszenz gemessen, bis die maximale Lumineszenz erreicht und ein Abfall des Kurvenverlaufs beobach-
tet wurde. B: Über einen Zeitraum von 15 h wurde in 30 min Intervallen im Platereader die relative Lumines-
zenz gemessen.  
Die Hemmwirkung der kältetoleranten Stämme gegenüber B. amyloliquefaciens FZB42 
wurde auch bei 28°C verglichen (Abbildung 12B). Bei der Ko-Kultivierung mit 
B. amyloliquefaciens FZB42 erreichte E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei einem Inoku-
lumgemisch von 1:1,6 von Antagonist zu Pathogen eine maximale Lumineszenz von etwa 
26% (± 7%) der Kontrolle. B. atropheus GBSC und B. pumilus N6 erreichten eine Redu-
zierung der maximalen Lumineszenz auf 4% (± 3%) der Kontrolle bei einem Inokulumge-
misch mit einem Überschuss von 2,5 Teilen Antagonist bzw. bis 8% (± 8%) der Kontrolle 
bei einem Inokulumgemisch von einem Teil Antagonist zu 1,6 Teilen Pathogen. Die Wir-
kung von B. simplex R41 bei 28°C ist vergleichbar mit der bei 16°C (siehe Abbildung 
12A). Die maximal gemessene Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei der 
Ko-Kultivierung mit B. simplex R41 erreichte bei den hier getesteten Mischungsverhältnis-
sen Werte zwischen 46% (± 5%) und 57% (± 7%) der Kontrolle.     
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3.2 Formulierung bakterieller Antagonisten 
3.2.1 Wachstum von Zellen aus Flüssigkultur und Trockenformulierung 
Um zu überprüfen, inwiefern die Formulierung der Antagonisten einen Einfluss auf das 
Wachstum der Zellen nimmt, wurde das Wachstum von Zellen aus dem Trockenprodukt 
mit dem aus einer flüssigen Vorkultur verglichen. Abbildung 13 zeigt den Vergleich der 
Wachstumskurven von E. tasmaniensis DS08 (Abbildung 13A) und B. amyloliquefaciens 
FZB42 (Abbildung 13B) aus einer flüssigen Vorkultur und dem Trockenprodukt bei Kulti-
vierung in Komplexmedium.  
A          B   
       
Abbildung 13: Wachstumskurven von Kulturen inokuliert aus frischer Vorkultur gegenüber dem 
Trockenprodukt von E. tasmaniensis DS08 (A) und B. amyloliquefaciens FZB42 (B) in LB. Von einer 
frischen Übernachtkultur bzw. mit den Trockenformulierungen wurden 100 µl LB mit einer Startdichte von 
2x10
6
 cfu / ml im ersten Well angeimpft. In einer Mikrotiterplatte wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe in LB 
angelegt, um verschiedene cfu Dichten zu testen. In einem Gesamtvolumen von 200 µl wurde bei 200 rpm 
und 28°C inkubiert und über einen Zeitraum von 25 h im Platereader die OD600 gemessen. Gezeigt sind die 
Wachstumskurven von Et DS08 (Raute) und Ba FZB42 (Dreieck) mit einer Startdichte von 1,25x10
5 
cfu / ml. 
Die mit Flüssigkultur (FL) angeimpften Kulturen sind in grau, die aus Trockenprodukt (TP) gestarteten Kul-
turen in schwarz dargestellt. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt drei unabhängigen Wie-
derholungen mit der gleichen Tendenz. 
Unabhängig vom eingesetzten Inokulum erreichten beide E. tasmaniensis DS08 Kulturen 
nach ca. 17 h Inkubation die gleiche Enddichte von OD600 ~ 1.6 (Abbildung 13A). Die 
Formulierung von E. tasmaniensis DS08 enthielt einen Nährstoffzusatz, wodurch ein stär-
kerer Anstieg nach Eintritt in die exponentielle Phase (t = 10 h) im Vergleich zur Kultur 
aus frischem Inokulum zu beobachten war. Dies spiegelte sich auch in den Verdopplungs-
zeiten beider Kulturen wieder. Diese lagen bei der aus flüssiger Vorkultur angeimpften 
Kultur bei 41 min, während die mit Trockenprodukt inokulierte Kultur eine Verdopplungs-
zeit von 34 min aufwies.  
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Im Vergleich dazu sind in Abbildung 13B die Wachstumskurven aus einer flüssigen Vor-
kultur von B. amyloliquefaciens FZB42 und dem trockenformulierten Sporenprodukt in 
Komplexmedium dargestellt. Die Inokulation mit einer Sporenformulierung führte zu kei-
ner verlängerten lag-Phase, sondern war mit der mit frischem Inokulum gestarteten Kultur 
vergleichbar. Beide erreichten nach ca. 6 h die exponentielle Phase. Die Verdopplungszei-
ten lagen bei 67 min (frische Vorkultur) bzw. 72 min (Trockenprodukt). Die Kultur mit 
frischen Inokulum erreichte mit einer OD600 ~ 0,65 eine höhere Enddichte, als die des Tro-
ckenproduktes (OD600 ~ 0,43). Beide Enddichten lagen deutlich niedriger als die von 
E. tasmaniensis DS08 (Abbildung 13A). 
Beide Inokulumquellen wurden auch in Minimalmedium getestet. Abbildung 14 zeigt die 
Wachstumskurven von E. tasmaniensis DS08 (Abbildung 14A) und B. amyloliquefaciens 
FZB42 (Abbildung 14B) bei Kultivierung in MM2C. 
  A          B    
          
Abbildung 14: Wachstumskurven von Kulturen inokuliert aus frischer Vorkultur gegenüber dem 
Trockenprodukt von E. tasmaniensis  DS08 (A) und B. amyloliquefaciens FZB42 (B) in MM2C. Von 
einer frischen Übernachtkultur bzw. mit den Trockenformulierungen wurden 100 µl MM2C mit einer Start-
dichte von 2x10
6
 cfu / ml im ersten Well angeimpft. In einer Mikrotiterplatte wurde eine 1:2 Verdünnungs-
reihe in MM2C angelegt, um verschiedene cfu Dichten zu testen. Das Gesamtvolumen von 200 µl wurde bei 
200 rpm und 28°C inkubiert und über einen Zeitraum von 40 h im Platereader die OD600 gemessen. Gezeigt 
sind die Wachstumskurven von Et DS08 (Raute) und Ba FZB42 (Dreieck) mit einer Startdichte von 
1,25x10
5 
cfu / ml. Die mit Flüssigkultur (FL) angeimpften Kulturen sind in grau, die aus Trockenprodukt 
(TP) gestarteten Kulturen sind in schwarz dargestellt. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch aus insgesamt 
drei unabhängigen Wiederholungen mit der gleichen Tendenz. 
Auch unter diesen Bedingungen wies die Kultur aus der Trockenformulierung von 
E. tasmaniensis DS08 mit dem Nährstoffzusatz einen stärkeren Anstieg in der exponentiel-
len Phase auf als die Kultur aus frischen Inokulum. Der Übergang von der lag- in die ex-
ponentielle Phase erfolgte nach ca. 7 h (Trockenprodukt) bzw. ca. 12 h (frische Vorkultur).  
Die Verdopplungszeiten lagen bei 136 min bzw. 159 min. Die maximale optische Dichte 
lag bei dem Trockenprodukt bei OD600 ~ 0,55 und damit etwas höher als der Ansatz aus 
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der flüssigen Vorkultur (OD600 ~0,43) und erreichte nach etwa 20 h Inkubation das Maxi-
mum.  
Bei der Anzucht in Minimalmedium ließ sich bei der Kultivierung von 
B. amyloliquefaciens FZB42 erst nach 14 h ein Anstieg der OD600 beobachten. Unter den 
getesteten Bedingungen erreichte die Kultur aus frischem Inokulum den Übergang in die 
exponentielle Phase nach ca. 18 h. Die Verdopplungszeit von B. amyloliquefaciens FZB42 
aus der frischen Vorkultur lag bei 158 min. Die Zellen aus dem Trockenprodukt verdoppel-
ten sich alle 181 min. Der Anstieg in der Zelldichte war nur gering und erreichte in beiden 
Fällen ein Maximum von OD600 ~ 1,5 nach etwa 35 h Kultivierung. 
3.2.2 Lagerfähigkeit von formulierten Antagonisten  
Um die Trockenprodukte von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 auf 
ihre Haltbarkeit zu untersuchen, wurden die Produktmuster aliquotiert und bei RT, 4°C,   
-20°C und -80°C gelagert. In monatlichen Abständen wurden Lebendzellzahl in den Ali-
quots bestimmt (siehe Kapitel 2.5.2). Tabelle 18 zeigt eine Übersicht über die Entwicklung 
der Lebendzellzahl von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42.  
Tabelle 18: Überblick über die Lagerstabilität der Trockenformulierungen von E. tasmaniensis DS08 
und B. amyloliquefaciens FZB42 bei verschiedenen Lagertemperaturen. Über einen Zeitraum von zwei 
Jahren wurden monatlich 10 mg / ml Trockenprodukt in H2O aufgenommen und in einer 1:2 Verdünnungs-
reihe auf LB Agar plattiert. Nach Inkubation über Nacht bei 28°C wurde die cfu / g bestimmt. Gezeigt sind 
die cfu / g Trockenprodukt bei unterschiedlichen Lagertemperaturen in Test-Abständen von sechs Monaten. 
 
  
Antagonist / Lagerung Start  6 Monate 1 Jahr 1,5 Jahre 2 Jahre 
DS08  RT 4x10
11
 0 0 0 0 
4°C 4x10
11
 7x10
10
 2x10
8
 0 0 
 -20°C 4x10
11
 1x10
12
  2x10
11
 4x10
11
 1x10
11
 
 -80°C 4x10
11
 7x10
11
 3x10
11
 6x10
11
 1x10
12
 
FZB42  RT 5x10
11
 3x10
11
 1x10
12
 2x10
11
 2x10
11
 
4°C 5x10
11
 3x10
11
 3x10
12
 1x10
11
 3x10
11
 
-20°C 5x10
11
 3x10
11
 3x10
10
 2x10
11
 4x10
11
 
 -80°C 5x10
11
 3x10
12
 2x10
11
 6x10
11
 3x10
11
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Die Versuche zeigten, dass das Produktmuster von E. tasmaniensis DS08 bei der Lagerung 
bei Raumtemperatur schon nach sechs Monaten keine lebenden Zellen mehr aufwies. Die 
Lagerung bei 4°C brachte eine geringfügige Verbesserung. Nach einem halben Jahr konnte 
ein Verlust der cfu / g etwa um einen Faktor 10 beobachtet werden, weitere sechs Monate 
später war die Lebendzellzahl in der Formulierung bereits um einen Faktor 100 reduziert. 
Nach eineinhalb Jahren wurden in dem Trockenprodukt keine lebenden Zellen mehr 
nachgewiesen. Die Ergebnisse bestätigten die erwartete Stabilität des Sporenproduktes von 
B. amyloliquefaciens FZB42. Unter den getesteten Lagerungstemperaturen war die 
Lebendzellzahl in der Sporenformulierung über den gesamten Versuchszeitraum konstant.  
Neben der Reduzierung der Lebendzellzahlen von E. tasmaniensis DS08 konnte auch eine 
optische Veränderung des Trockenproduktes beobachtet werden. Abbildung 15 zeigt den 
Vergleich des Trockenproduktes von E. tasmaniensis DS08 nach zweijähriger Lagerung 
bei RT, 4°C und -20°C. Besonders der Ansatz, der bei RT gelagert wurde, zeigte eine 
deutliche Verfärbung des Pulvers von weiß zu orange. Auch die Konsistenz änderte sich 
von fein pulverig zu hart und klumpig. Das Trockenprodukt, das bei 4°C gelagert wurde, 
zeigte im Verlauf eine ähnliche Veränderung, wenngleich diese zeitlich verzögert 
einsetzte. 
 
Abbildung 15: Veränderung des Trockenproduktes von E. tasmaniensis DS08 nach zwei Jahren Lage-
rung unter verschiedenen Bedingungen. Eine Et DS08 Präparation der ABiTEP GmbH wurde aliquotiert 
und bei unterschiedlichen Temperaturen gelagert. Gezeigt ist die Formulierung nach zwei Jahren Lagerung 
bei RT (A), + 4°C (B) und -20°C (C). 
3.3 Einsatz formulierter Toxine 
Neben der Formulierung der Antagonisten wurden auch Toxine als Trockenformulierung 
getestet. Dies sollte Aufschluss über die Einsatzfähigkeit von Toxinen, die eine hemmende 
Wirkung auf E. amylovora gezeigt haben, in einer für die Praxis anwendbaren Form geben. 
3.3.1 Hemmwirkung formulierter Toxine im Agar-Diffusionstest 
Mittels des in Kapitel 2.6.1 beschriebenen Agar-Diffusionstestes, lassen sich qualitativ 
Hemmwirkungen von Hemmstoffen bestimmen. Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse eines 
Agar-Diffusionstestes mit Toxinen aus getrockneten Kulturüberständen von 
B. amyloliquefaciens FZB42 und P. polymyxa M1. Auf den Bereichen der Platte, auf denen 
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die Toxine getropft wurden, war das Wachstum von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux voll-
ständig gehemmt. Zwischen den Toxinen von P. polymyxa M1 (1) und 
B. amyloliquefaciens FZB42 (2, 3) war auf der Platte kein Unterschied zu erkennen. Der 
Durchmesser der Hemmhöfe betrug bei den drei getesteten Varianten jeweils ca. 1,2 cm.  
A              B  
                                
Abbildung 16: Hemmwirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 und P. polymyxa M1 Toxinen auf 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux im Agar-Diffusionstest. 0,3% Agar wurde mit 1x107  cfu / ml Ea 1/79 
pfdC1-Z‘-lux versetzt und auf LB Platten gegossen. Von den von ABiTEP zur Verfügung gestellten Toxine 
wurden 0,1 g / ml konzentrierte Lösungen in H2O angesetzt und in 5 µl Tropfen auf die Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux 
Platten gegeben und über Nacht bei 28°C inkubiert. Pp M1 (1) und Ba FZB42 Toxine (2,3). A: Wachstums-
hemmung von Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf LB Platten. B: Ansicht der Platte nach einer Belichtungszeit von 
60 sec zur Aufnahme der Lumineszenz von Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux. 
3.3.2 Wirkung der formulierten Toxine auf E. amylovora in Flüssigkultur 
Um die Effektivität der trockenformulierten Toxine genauer zu untersuchen, wurde ein 
Hemmtest mit E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durchgeführt (siehe Kapitel 2.6.4). Dabei 
wurden verschiedene Konzentrationen der Trockenprodukte getestet, um mögliche Unter-
schiede in der Wirksamkeit der Toxine von B. amyloliquefaciens FZB42 und P. polymyxa 
M1 zu detektieren. 
Abbildung 17 zeigt einen Hemmtest mit E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei einer Kon-
zentration der Toxine von 25 µg / ml. Obwohl in dem in Abschnitt 3.3.1 dargestellten 
Agar-Diffusionstest kein Unterschied zwischen den Toxinen von B. amyloliquefaciens 
FZB42 und P. polymyxa M1 ersichtlich war, zeigten die formulierten Toxine von 
P. polymyxa M1 im Hemmtest eine bessere Wirkung auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux 
als die Toxine von B. amyloliquefaciens FZB42. 
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Abbildung 17: Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z'-lux durch trockenformulierte Toxine 
(25 µg / ml) von B. amyloliquefaciens FZB42 bzw. P. polymyxa M1 in Flüssigkultur. Die von ABiTEP 
zur Verfügung gestellten Toxine wurden in Konzentrationen von 0,2 g / ml und 0,001 g / ml in H2O aufge-
nommen. In einer Mikrotiterplatte wurde eine 1:2 Verdünnungsreihe in LB + Km angelegt, um Konzentrati-
onen von 400 µg / ml bis 6,25 µg / ml zu testen. Eine frische Übernachtkultur von Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux 
wurde verwendet, um eine Kultur mit einer Startdichte von 1x10
6
 cfu / ml anzuimpfen. Das Gesamtvolumen 
von 200 µl wurde bei 200 rpm und 28°C inkubiert und über einen Zeitraum von 16 h im Platereader die rela-
tive Lumineszenz gemessen. Die Grafik zeigt die Lumineszenz von Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux bei der Kultivie-
rung mit 25 µg / ml Ba FZB42 (Dreieck) bzw. Pp M1 (Quadrat) Toxinen. Als Kontrolle wurde eine un-
behandelte Kontrolle von Ea 1/79 pfdC1-Z'-lux (Kreis) verwendet. Gezeigt ist ein repräsentativer Versuch 
aus insgesamt zwei unabhängigen Wiederholungen mit gleicher Tendenz. 
Die unbehandelte Kontrolle zeigte nach 12 h Inkubation eine rel. Lumineszenz von ca. 
160000 Einheiten. Bei einer Konzentration von 25 µg / ml war die Wirkung des 
B. amyloliquefaciens FZB42 Trockenproduktes fast vollständig aufgehoben, die maximal 
gemessene rel. Lumineszenz von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux lag bei ca. 120000 rel. 
Lumineszenzeinheiten zum Zeitpunkt t = 13 h. Dies entsprach einem Anteil von etwa 80% 
der unbehandelten Kontrolle. Die Zugabe der Toxine von P. polymyxa M1 bewirkte hinge-
gen bei der Konzentration von 25 µg / ml eine 100%ige Hemmung des Reporterstammes 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux. 
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3.4 Blütenversuche  
Zur Überprüfung der antagonistischen Wirkung auf der Blüte, der primären Eintrittspforte 
des Feuerbranderregers, wurden die Produktmuster in einem Apfelblütenassay getestet.  
3.4.1 Wirkung von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 auf 
E. amylovora auf der Apfelblüte  
Apfelblüten aus dem Gewächshaus wurden, wie in Kapitel 2.8.1.2 beschrieben, mit dem 
Antagonisten behandelt und mit E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux infiziert. Abbildung 18 
zeigt den Vergleich einer gesunden Apfelblüte in Abbildung 18A (nicht-infizierte Negativ-
kontrolle) mit einer symptomatischen Blüte in Abbildung 18B (infizierte Blüte aus der 
Positivkontrolle) nach fünf Tagen Inkubation unter Laborbedingungen. Die charakteristi-
sche Verbräunung des Blütenbodens ist deutlich zu erkennen.  
A          B 
                                                
Abbildung 18: Kontrollen im Apfelblütenassay. A: Gesunde Apfelblüte. B: Symptomatische Apfelblüte; 
inokuliert mit 500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux aus einer frischen Übernachtkultur. 
Abbildung 19 zeigt Blüten, die mit E. tasmaniensis DS08 behandelt wurden. Die Applika-
tion des Antagonisten hatte keinen phytotoxischen Effekt auf die Blüte (Abbildung 19A). 
Die Wirkung von E. tasmaniensis DS08 auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux im Blütenas-
say ist in Abbildung 19B zu sehen. Der Ausschnitt zeigt einige mit E. tasmaniensis DS08 
behandelte Apfelblüten fünf Tage nach der Infektion mit E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux. 
Der Großteil der Blüten blieb symptomfrei, vereinzelt waren jedoch Blüten zu erkennen, 
deren Blütenboden eine Verbräunung zeigte. Insgesamt lag der Wirkungsgrad bei den mit 
E. tasmaniensis DS08 behandelten Blüten unter Laborbedingungen zwischen 53% und 
82% (siehe Tabelle 19). 
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Abbildung 19: Wirkung von E. tasmaniensis DS08 gegen E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf Apfelblü-
ten. Die Inkubation der Blüten erfolgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Gezeigt sind die Blüten nach 
fünf Tagen Inkubation. A: Blüten behandelt mit 10
8
 cfu / ml Et DS08 aus der von der ABiTEP GmbH zur 
Verfügung gestellten Trockenformulierung. B: Apfelblüten behandelt mit 10
8
 cfu / ml Et DS08 aus der Tro-
ckenformulierung + Inokulation mit 500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux aus einer frischen Übernachtkultur.  
Auch die Wirkung des Gram-negativen Antagonisten B. amyloliquefaciens FZB42 wurde 
auf der Blüte untersucht. Eingesetzt wurde dabei die Sporenformulierung von der ABiTEP 
GmbH. Ein phytotoxischer Effekt war bei der Behandlung mit B. amyloliquefaciens 
FZB42 nicht zu beobachten. Die Wirkungsgrade schwankten zwischen 15% bis 58% (Ta-
belle 18). Die Zellen von P. polymyxa M1 zeigten auf der Blüte keine Wirkung (nicht ge-
zeigt). 
Tabelle 19: Wirkungsgrad der formulierten Antagonisten E. tasmaniensis DS08 und B. amylolique-
faciens FZB42 auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux im Apfelblütenassay.  
 
Behandlung Konzentration WG [%] 
Et DS08 1x10
8 
cfu / ml 53, 56, 64, 82 
Ba FZB42 Sporen 1x10
8 
cfu / ml 15, 31, 58 
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3.4.2 Wirkung von Toxinen auf E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux im Blütenassay  
In den Vorversuchen zeigten besonders die trockenformulierten Kulturüberstände der To-
xine von P. polymyxa M1 im Hemmtest eine sehr gute Wirkung auf den Feuerbranderreger 
und zwar auch bei niedrigen Konzentrationen (siehe Abschnitt 3.3.2). Abbildung 20 zeigt 
den Ausschnitt eines Blütenassays bei dem eine Behandlung mit formulierten Toxinen von 
P. polymyxa M1 mit einer Konzentration von 50 µg / µl erfolgte.  
 
Abbildung 20: Wirkung von P. polymyxa M1 Toxinen gegen E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf Ap-
felblüten. Die Blüten wurden mit 0,05 mg / µl Pp M1 Toxinen aus der Trockenformulierung behandelt. Die 
Inokulation erfolgte mit 500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux aus einer frischen Übernachtkultur. Die Inkubation 
der Blüten erfolgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Gezeigt sind die Blüten nach fünf Tagen Inkubation. 
Der Wirkungsgrad der getesteten Toxine von P. polymyxa M1 lag im Blütenassay zwi-
schen 5% und 33%. Die Behandlung mit Toxinen von B. amyloliquefaciens FZB42 er-
reichte lediglich einen maximalen Wirkungsgrad von 16% (Tabelle 20).   
Tabelle 20: Überblick über die Wirkungsgrade der formulierten Toxine im Blütenassay. 
Behandlung Konzentration WG [%] 
Ba FZB42 Toxine 1 mg / ml 11, 16 
Pp M1 Toxine 1 mg / ml 5, 33 
Ba FZB42 Sporen + Pp M1 Toxine 1x10
8 
cfu / ml + 1 mg / ml 84, 89 
Eine Verbesserung der Wirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 ließ sich durch eine 
Kombination der Toxine von P. polymyxa M1 und B. amyloliquefaciens FZB42 Sporen 
erzielen. Eine mögliche Wirkung der P. polymyxa M1 Toxine auf B. amyloliquefaciens 
FZB42 wurde im Vorfeld von der ABiTEP GmbH untersucht. Es konnte kein Hemmeffekt 
auf B. amyloliquefaciens FZB42 festgestellt werden. Abbildung 21 zeigt den Ausschnitt 
eines Blütenassays bei dem die Behandlung mit B. amyloliquefaciens FZB42 Sporen in 
Kombination mit P. polymyxa M1 Toxinen erfolgte.  
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Der Anteil an symptomatischen Blüten war deutlich reduziert. Der Wirkungsgrad dieser 
Behandlungsvariante lag bei 84% bis 89% und war damit deutlich besser als die Einzelap-
plikation von B. amyloliquefaciens FZB42 mit maximal 58% Wirkungsgrad bzw. der 
P. polymyxa M1 Toxine mit maximal 33% Wirkungsgrad (siehe Tabelle 19 und 20). 
 
Abbildung 21: Wirkung von P. polymyxa M1 Toxinen in Kombination mit B. amyloliquefaciens FZB42 
Sporen gegen E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf Apfelblüten. Die Blüten wurden mit 108 cfu / ml Ba 
FZB42 und 0,05 mg / µl Pp M1 Toxinen aus den Trockenformulierungen behandelt und anschließend mit 
500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux  aus einer frischen Übernachtkultur inokuliert. Die Inkubation der Blüten er-
folgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Gezeigt sind die Blüten nach fünf Tagen Inkubation. 
 
3.4.3 Entwicklung von E. tasmaniensis DS08 und E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf 
der Blüte 
Neben der Hemmwirkung wurde auch die Entwicklung von Antagonist und Pathogen auf 
der Apfelblüte untersucht. Dazu wurde wie in Kapitel 2.8.1.2 beschrieben die cfu pro Blüte 
bestimmt. Abbildung 22 zeigt die Entwicklung von E. tasmaniensis DS08 nach der Be-
handlung der Blüte über einen Zeitraum von einer Woche.  
 
Abbildung 22: Entwicklung von E. tasmaniensis DS08 nach Applikation auf der Apfelblüte. Die Apfel-
blüten wurden mit 1x10
8
 cfu / ml Et DS08 aus der Trockenformulierung gleichmäßig besprüht und bei feuch-
ten Bedingungen bei RT inkubiert. Täglich wurden drei Einzelblüten gewaschen und eine Verdünnungsreihe 
der Waschprobe auf St. I Platten plattiert. Am nächsten Tag wurden die Kolonien ausgezählt und die cfu pro 
Blüte bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines repräsentativen Versuches von 
drei unabhängigen Wiederholungen über einen Versuchszeitraum von einer Woche. 
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Wie in der Grafik zu erkennen ist, lag die Startdichte an Tag 1 bei ca. 2x10
6 
cfu / Blüte. 
Der kritische Zeitraum für die Etablierung des Antagonisten unter den getesteten Bedin-
gungen lag in den ersten drei Tagen. Am dritten Tag wurde eine Zellzahl von ca. 
3x10
8
 cfu / Blüte erreicht. In allen Versuchen lag die maximale Zelldichte von 
E. tasmaniensis DS08 zwischen 1x10
8
 cfu / Blüte und 1x10
9 
cfu / Blüte. 
Parallel dazu wurde auch die Entwicklung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux untersucht 
(Abbildung 23). Um das Pathogen selektiv nachweisen zu können, wurde ein Kanamycin-
resistenter Stamm eingesetzt.  
 
Abbildung 23: Entwicklung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux auf der Apfelblüte nach der Behand-
lung mit  E. tasmaniensis DS08. Die Apfelblüten wurden mit 1x10
8
 cfu / ml Et DS08 aus der Trockenfor-
mulierung gleichmäßig besprüht und mit 500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux aus einer frischen Übernachtkultur 
inokuliert (gefüllt). Die Inkubation erfolgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Täglich wurden drei Einzel-
blüten gewaschen und eine Verdünnungsreihe der Waschprobe auf St. I + Km Platten plattiert. Am nächsten 
Tag wurden die Kolonien ausgezählt und die cfu pro Blüte bestimmt. Als Kontrolle wurden unbehandelte 
Apfelblüten mit 500 cfu Ea 1/79 pfdC1-Z‘-lux aus einer frischen Übernachtkultur inokuliert (leer). Gezeigt 
sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines repräsentativen Versuches mit drei Blüten pro Zeitpunkt 
über einen Versuchszeitraum von einer Woche. 
Trotz eines Inokulums von 500 cfu / Blüte erreichte E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux be-
reits am zweiten Tag sehr hohe Zelldichten von 1x10
6 
(Ea1) bzw. 1x10
4 
(Ea1 + DS08) 
cfu / Blüte. Am fünften Tag wurde das Maximum mit knapp unter 1x10
9 
cfu / Blüte er-
reicht. Der Vergleich beider Ansätze zeigte, dass bei den mit E. tasmaniensis DS08 behan-
delten Blüten die Zelldichten des Pathogens um ein bis zwei Zehnerpotenzen geringer wa-
ren. 
3.4.4 Entwicklung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Apfelblüte  
E. tasmaniensis ist in der Lage, die Blüte bis zu einer Zelldichte bis ca. 1x10
9
 cfu / Blüte 
zu besiedeln (siehe Abbildung 22). Auch die Entwicklung des Bodenbakteriums 
B. amyloliquefaciens FZB42 nach Applikation auf der Blüte wurde überprüft.  
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In Abbildung 24 ist die Entwicklung von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens 
FZB42 im Vergleich dargestellt.  
 
Abbildung 24: Vergleich der Entwicklung von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens  FZB42 
auf Apfelblüten. Die Blüten wurden mit 1x10
5
 cfu / ml trockenformulierten Et DS08 (Raute) bzw. Ba 
FZB42 (Dreieck) gleichmäßig besprüht und unter feuchten Bedingungen bei RT inkubiert. Über einen Zeit-
raum von 70 h wurden jeweils zehn Einzelblüten gewaschen und verschiedene Verdünnungsstufen auf St. I 
Medium plattiert. Am nächsten Tag wurden die Kolonien ausgezählt und die cfu pro Blüte bestimmt. Gezeigt 
sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines repräsentativen Versuchs aus drei unabhängigen Wieder-
holungen. 
Beide Antagonisten traten nach ca. 12 h Inkubation in die exponentielle Wachstumsphase 
ein, wobei E. tasmaniensis DS08 einen stärkeren Anstieg aufwies. Ein wesentlicher Unter-
schied zeigte sich bei der maximalen Zelldichte, die die Antagonisten auf der Blüte errei-
chen: Während E. tasmaniensis DS08 eine Zelldichte um ca. 1x10
9 
cfu
 
/ Blüte erreichte, 
lag die cfu / Blüte von B. amyloliquefaciens FZB42 bei ca. 2x10
6 
und damit zwei bis drei 
Zehnerpotenzen niedriger.  
In einem anderen Versuchsansatz wurde der Anteil von B. amyloliquefaciens FZB42 Spo-
ren mit der Gesamtzellzahl von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte bestimmt (siehe 
Kapitel 2.8.1.3). Das Ergebnis ist in Abbildung 25 dargestellt. Nach der Applikation von 
B. amyloliquefaciens FZB42 lag der Großteil der Zellen, wie erwartet, in Sporenform vor. 
Nach 12 h Inkubation nahm der Anteil vegetativer Zellen langsam zu und erreichte unter 
den getesteten Bedingungen den höchsten Wert nach 24 h. Nur noch ca. 20% der Zellen 
von B. amyloliquefaciens FZB42 lagen zu diesem Zeitpunkt als Sporen vor. Bereits 36 h 
nach der Applikation nahm der Sporenanteil wieder zu und 60 h nach Applikation waren 
kaum noch vegetative Zellen vorhanden.  
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Abbildung 25: Verhältnis der B. amyloliquefaciens FZB42 Sporen zur Gesamtzellzahl (GZZ) nach 
Applikation auf Apfelblüten. Die Apfelblüten wurden mit 1x10
5
 cfu / ml Ba FZB42 Sporen gleichmäßig 
besprüht und unter feuchten Bedingungen bei RT inkubiert. Über einen Zeitraum von 60 h wurden jeweils 
zehn Einzelblüten gewaschen, die Waschprobe aliquotiert und ein Aliquot bei 80°C erhitzt. Von der hitzebe-
handelten und der unbehandelten Waschprobe wurden verschiedene Verdünnungen angelegt und auf St. I 
Medium plattiert. Nach Inkubation über Nacht bei 28°C wurden die Kolonien ausgezählt und die cfu pro 
Blüte bestimmt. Gezeigt ist der Anteil an Sporen (schwarz) zur Gesamtzellzahl (grau). Dargestellt sind Mit-
telwerte und Standardabweichungen eines repräsentativen Versuchs von drei unabhängigen Wiederholungen. 
 
3.5 Additive zur Wachstumsförderung von B. amyloliquefaciens FZB42 
auf der Blüte 
Um die Zelldichte von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte zu erhöhen, wurden ver-
schiedene Nährstoffzusätze, wie z. B. die Zugabe von Stärke getestet. B. amyloliquefaciens 
FZB42 ist über das Enzym α-Amylase in der Lage, dieses Polysaccharid zu spalten 
(Takkinen et al. 1983). E. amylovora hingegen kann Stärke nicht hydrolysieren (Martinec 
&  Kocur 1964). Um dies zu bestätigen, wurden B. amyloliquefaciens FZB42 und 
E. amylovora 1/79 auf einer mit 0,5% Stärke versetzten Agarplatte ausgestrichen und der 
Stärkeabbau untersucht (siehe Kapitel 2.5.7). Auf dem Bereich der Platte auf der 
E. amylovora ausgestrichen wurde, war im gesamten Wachstumsbereich des Pathogens 
Stärke nachweisbar (Abbildung 26A). Im Gegensatz dazu konnte in dem Bereich auf dem 
B. amyloliquefaciens FZB42 ausgestrichen wurde, keine Färbung beobachtet werden (Ab-
bildung 26B). Dies bestätigte den Abbau des Polysaccharids durch den Antagonisten 
B. amyloliquefaciens FZB42.  
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Die Entwicklung von B. amyloliquefaciens FZB42 unter Stärkezugabe wurde anschließend 
auch auf der Blüte untersucht (Abbildung 27). 
 
Abbildung 27: Entwicklung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Apfelblüte bei der Applikation 
mit (+S) bzw. ohne (-S) Stärke. Auf der Blüte wurden 10
5 
cfu / ml Ba FZB42 und 0,5% Stärkelösung appli-
ziert (gefüllt). Die Inkubation erfolgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Täglich wurden zehn Einzelblü-
ten gewaschen und eine Verdünnungsreihe der Waschprobe auf LB Platten plattiert. Am nächsten Tag wur-
den die Kolonien ausgezählt und die cfu pro Blüte bestimmt. Als Kontrolle wurden Apfelblüten mit 
1x10
5 
cfu / ml Ba FZB42 ohne Stärkezusatz inokuliert (leer). Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabwei-
chungen eines repräsentativen Versuches von zwei unabhängigen Wiederholungen über einen Versuchszeit-
raum von 70 h. 
Die Blüten wurden mit B. amyloliquefaciens FZB42 mit (FZB42+S) und ohne (FZB42-S) 
0,5% Stärkezusatz behandelt und die cfu / Blüte über einen Zeitverlauf von insgesamt 70 h 
bestimmt. Nach der Applikation von 1x10
5
 cfu / ml Sporenformulierung lagen zum Zeit-
punkt t = 0 h etwa 1x10
3 
cfu
 
/ Blüte vor.  
 
Abbildung 26: Verwertung von Stärke durch 
B. amyloliquefaciens FZB42. Auf einer LB Agarplat-
te mit 0,5% Stärke wurden Ea 1/79 (A) und Ba FZB42 
(B) über Nacht bei 28°C inkubiert. Anschließend wur-
de die Platte mit 0,5% Iod-Kaliumiodidlösung (1:2) 
überschichtet. Helle Bereiche zeigen den Abbau von 
Stärke. 
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Die Entwicklung der cfu von B. amyloliquefaciens FZB42 verlief zwischen beiden Be-
handlungsvarianten ähnlich. 20 h nach der Behandlung lag die Zelldichte bei beiden Vari-
anten bei ca. 7x10
4
. Bei t = 42 h lag die cfu / Blüte bei der Variante mit Stärkezusatz leicht 
höher (5x10
6 
cfu / Blüte) als bei der Variante ohne Stärke (8x10
4 
cfu / Blüte). Die cfu lagen 
zum letzten Probenzeitpunkt (t = 70 h) jedoch in beiden Behandlungsvarianten bei ca. 
1x10
5
 cfu / Blüte. Der Vergleich zeigte, dass unter den getesteten Bedingungen nur ein 
minimaler Unterschied bei der Entwicklung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte 
zwischen den beiden Behandlungsvarianten vorlag. 
In einem weiteren Versuch wurde der Nährstoffzusatz B2 (ABiTEP GmbH) getestet. Ab-
bildung 28 zeigt die Entwicklung der Zellzahlen von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der 
Blüte bei Behandlung mit und ohne Additiv B2. 
 
 
Abbildung 28: Entwicklung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Apfelblüte bei Zusatz Additiv B2. 
1x10
5 
cfu / ml Ba FZB42 und 0,1% Additiv B2 wurden auf die Blüten appliziert (voll). Die Inkubation er-
folgte unter feuchten Bedingungen bei RT. Täglich wurden fünf Einzelblüten gewaschen und eine Verdün-
nungsreihe der Waschprobe auf LB Platten plattiert. Am nächsten Tag wurden die Kolonien ausgezählt und 
die cfu pro Blüte bestimmt. Als Kontrolle wurden Apfelblüten mit 10
5 
cfu / ml Ba FZB42 ohne Nährstoffzu-
satz besprüht (leer). Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines repräsentativen Versuches 
von zwei unabhängigen Wiederholungen über einen Versuchszeitraum von 90 h. 
Auch in der Behandlungsvariante mit Additiv konnte unter Laborbedingungen nur ein mi-
nimaler Unterschied zur Kontrolle ohne Additiv festgestellt werden. Die Startdichte lag in 
beiden Varianten bei ca. 2x10
2 
cfu / ml. Nach 20 h konnte ein Anstieg der Zelldichte pro 
Blüte beobachtet werden. 50 h nach der Applikation des Antagonisten lag die cfu / Blüte in 
dem Ansatz mit Additiv B2 bei ca. 2x10
5
. Die Zellen von B. amyloliquefaciens FZB42 
ohne den Nährstoffzusatz erreichten 2,5x10
4 
cfu / Blüte und lagen damit ca. eine Zehnerpo-
tenz niedriger als in der Variante mit dem Additiv B2. Zum letzten Probenzeitpunkt nach 
90 h lag bei beiden Behandlungsvarianten die cfu / Blüte bei ca. 1x10
5
. 
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3.6 Freilandversuche 
Um die Hemmwirkung der Antagonisten E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens 
FZB42 gegen den Feuerbranderreger unter Praxisbedingungen zu untersuchen, wurde in 
den Jahren 2013, 2014 und 2015 auf der Versuchsanlage in Mannheim / Kirschgartshausen 
je ein Freilandversuch durchgeführt (siehe Kapitel 2.9.1). Abbildung 29 zeigt eine schema-
tische Darstellung des Versuchsaufbaus.  
 
Abbildung 29: Schematische Darstellung der Parzellenbehandlung im Feuerbrandbekämpfungsver-
such. Die Blüten der Bäume wurden mit dem jeweils zu testenden Ansatz gleichmäßig besprüht. Anschlie-
ßend wurde der mittlere Baum jeder Parzelle mit einer Zelldichte von 1x10
8
 cfu / ml mit E. amylovora infi-
ziert (Kreis = primär infiziert). Über natürliche Vektoren erfolgte die Ausbreitung des Erregers auf die be-
nachbarten Bäume, die auf diese Weise sekundär infiziert wurden. 
In jeder Parzelle wurde der mittlere Baum mit einer Dichte von 1x10
8 
cfu / ml mit
 
dem 
Pathogen primär infiziert, um in der Anlage einen Infektionsdruck zu erzeugen. Die Infek-
tion der benachbarten Bäume erfolgte über die natürliche Ausbreitung innerhalb der Ver-
suchsanlage über Vektoren (sekundär infiziert).  
3.6.1. Witterungsverhältnisse und Befall  
Die vorherrschenden Witterungsverhältnisse zur Blütezeit sind ein entscheidender Faktor 
beim Auftreten von Feuerbrandinfektionen. Abbildung 30 zeigt eine Übersicht über den 
Witterungsverlauf während der drei Freilandversuche in den Jahren 2013 (A), 2014 (B) 
und 2015 (C). Wie in Kapitel 1.3 beschrieben, begünstigen nach dem Prognosemodell 
Maryblyt
TM 
eine Tagesdurchschnittstemperatur von ≥ 15,6°C und Niederschlagsmengen 
von ≥ 0,25 mm oder ≥ 2,5 mm Niederschlag am Vortag die Infektion mit E. amylovora 
(Moltmann 2004). 
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Abbildung 30A: Witterungsverlauf während des Feuerbrandbekämpfungsversuches 2013. Gezeigt ist die Tagesdurchschnittstemperatur in Grad Celsius sowie die Nieder-
schlagsmengen in mm (1 mm ≙1 l pro m2). Die Termine für die Behandlung (B.) und künstliche Infektion (I.) sind mit gestrichelten Pfeilen dargestellt. Die Zeitpunkte der Boni-
tur der primär infizierten Bäume (Bonitur P.) bzw. der sekundär infizierten Bäume (Bonitur S.) sind mit durchgezogen Pfeilen markiert.  
Daten: Deutscher Wetterdienst, Station Mannheim 
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B 
 
30B: Witterungsverlauf während des Feuerbrandbekämpfungsversuches 2014. Gezeigt ist die Tagesdurchschnittstemperatur in Grad Celsius sowie die Niederschlagsmen-
gen in mm (1 mm ≙1 l pro m2). Die Termine für die Behandlung (B.) und künstliche Infektion (I.) sind mit gestrichelten Pfeilen dargestellt. Die Zeitpunkte der Bonitur der pri-
mär infizierten Bäume (Bonitur P.) bzw. der sekundär infizierten Bäume (Bonitur S.) sind mit durchgezogen Pfeilen markiert.  
Daten: Wetterstation Versuchsanlage Kirschgartshausen.  
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30C: Witterungsverlauf während des Feuerbrandbekämpfungsversuches 2015. Gezeigt ist die Tagesdurchschnittstemperatur in Grad Celsius sowie die Niederschlagsmen-
gen in mm (1 mm ≙1 l pro m2). Die Termine für die Behandlung (B.) und künstliche Infektion (I.) sind mit gestrichelten Pfeilen dargestellt. Die Zeitpunkte der Bonitur der pri-
mär infizierten Bäume (Bonitur P.) bzw. der sekundär infizierten Bäume (Bonitur S.) sind mit durchgezogen Pfeilen markiert.  
Daten: Wetterstation Versuchsanlage Kirschgartshausen.  
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2013 begann die Blüte der Apfelbäume Anfang Mai. Die Behandlung und Infektion wurde 
am 06.05.2013 und am 08.05.2013 durchgeführt. Die Grafik 30A zeigt, dass zwischen den 
beiden Behandlungsterminen Tagesdurchschnittstemperaturen von 14°C bis 17°C vorla-
gen. Bis zur Bonitur der primär infizierten Bäume am 23.05.2013 erreichte die Tages-
durchschnittstemperatur Werte von mindestens 8°C bis maximal 17°C. Während des Ver-
suchszeitraumes konnten vereinzelt Niederschläge mit bis zu 35 mm gemessen werden 
(19.05.2013). Sowohl die Temperaturen (6°C bis 17°C) als auch die Niederschlagsereig-
nisse nahmen zwischen der Bonitur der primär infizierten sowie der sekundär infizierten 
Bäume zu. Am 06.05.2013 (17,2°C), 08.05.2013 (16,6°C) und 09.05.2013 (17,4°C) wur-
den Tagesdurchschnittstemperaturen von ≥ 15,6°C erreicht. Diese warmen Tage nach der 
Infektion boten gute Wachstumsbedingungen für E. amylovora. Am 07.5.2013 konnte au-
ßerdem mit 9,8 mm ein hoher Niederschlag von ≥ 0,25 mm gemessen werden, wodurch die 
Infektionsbedingungen ebenfalls begünstigt wurden.  
Im Jahr 2014 begann die Apfelblüte bereits Anfang April. Der Witterungsverlauf während 
des Freilandversuches 2014 ist in Abbildung 30B gezeigt. Am 06.04.2014 lagen die Ta-
gesdurchschnittstemperatur bei 16,2°C und die Niederschlagsmenge bei 2,1 mm. Am 
07.04.2014 wurde die erste und am 10.04.2014 die zweite Behandlung und Infektion 
durchgeführt. In diesem Zeitraum lagen die Tagesdurchschnittstemperaturen zwischen 
12,4°C und 15,4°C und damit unterhalb der kritischen Grenze von ≥ 15,6°C. Auch Nieder-
schläge waren in diesem Zeitraum kaum vorhanden. Am 17.04.2014 sank die Temperatur 
so tief, dass eine Frostschutzberegnung zum Schutz der Blüten notwendig war. Danach 
wurde es deutlich wärmer und am 27.04.2014 wurde eine Tagesdurchschnittstemperatur 
von 17,9°C erreicht. In den darauffolgenden Tagen konnten außerdem hohe Niederschläge 
zwischen 5 mm und 15,8 mm gemessen werden.  
Am 24.04.2015 war der erste Behandlungs- und Inokulationstermin für den Bekämpfungs-
versuch 2015. Abbildung 30C zeigt den aufgezeichneten Witterungsverlauf für dieses Ver-
suchsjahr. Die Tagesdurchschnittstemperatur stieg nach der ersten Behandlung am 
24.04.2015 bis auf 16,5°C (26.04.2015) an, fiel dann aber wieder deutlich ab. Als am 
29.04.2015 die zweite Behandlung und Inokulation durchgeführt wurde, lag die Tages-
durchschnittstemperatur bei lediglich 9,2°C. Fast eine Woche nach dem zweiten Behand-
lungstermin stieg die Temperatur wieder an und lag mit 19,3°C (04.05.2015), 19,9°C 
(05.05.2015), 15,8°C (08.05.2015) und 16,6°C (09.5.2015) über dem kritischen Wert von 
≥ 15,6°C.  
3. Ergebnisse 
73 
 
Zwischen den beiden Behandlungs- und Infektionsterminen tauchten vereinzelt Nieder-
schläge mit Mengen unter 5 mm auf. Das stärkste Niederschlagsereignis (13 mm) trat am 
03.05.2015 auf.  
Der Feuerbrandbefall innerhalb des Versuches wurde mittels einer unbehandelten Kontrol-
le bestimmt. In Abhängigkeit von den Witterungsbedingungen schwankte der Befall stark 
zwischen den Versuchsjahren. Abbildung 31 zeigt den Vergleich der mittleren Befallsstär-
ken der unbehandelten Kontrolle auf den primär und sekundär infizierten Bäumen.  
 
Abbildung 31: Überblick über die Befallsstärken der unbehandelten Kontrolle (Mittelwert). Befall mit 
E. amylovora auf den primär und sekundär infizierten Bäumen in der unbehandelten Kontrolle in den Ver-
suchsjahren 2013, 2014, 2015. 
Der Befall auf den primär infizierten Bäumen lag im Jahr 2013 und 2015 bei ca. 80%. Dies 
bestätigte die guten Bedingungen für die Entwicklung von E. amylovora in diesen beiden 
Jahren. 2014 waren die Witterungsbedingungen schlechter (Abbildung 30B). Der Befall 
auf den primär infizierten Bäumen lag bei ca. 50% und damit um einiges niedriger als in 
2013 und 2015. Die Befallsstärken der sekundär infizierten Bäume lagen zwischen 
5% (2014) und 40% (2015). Bedingt durch die Übertragung des Pathogens über natürli-
chen Vektoren ausgehend von den primär infizierten Bäumen, lag das Inokulum bei den 
sekundär infizierten Bäumen deutlich niedriger als bei den primär infizierten Bäumen. Da-
durch ergeben sich insgesamt geringere Befallsstärken bei den sekundär infizierten Bäu-
men. 
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3.6.2 Wirkung von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 im Freiland 
Eine Übersicht über die getesteten Behandlungsvarianten ist in Tabelle 21 gezeigt. 
Tabelle 21: Übersicht über die eingesetzten Behandlungsvarianten in den Freilandversuchen 2013, 
2014 und 2015. TP = Trockenprodukt, FP = Flüssigprodukt 
Jahr Behandlung Formulierung Additive* 
2013 Ba FZB42 TP, Sporen - 
 Ba FZB42+ TP, Sporen Pp M1 Toxine 
 Et DS08 TP, vegetative Zellen - 
2014 Ba FZB42 FP, Sporen - 
 
Ba FZB42+ FP, Sporen Pp M1 Toxine, UV-
Schutz, Netzmittel, 
Nährstoffe B2 
 Et DS08 TP, vegetative Zellen - 
 Et DS08+ TP, vegetative Zellen UV-Schutz, Nährstoffe, 
Netzmittel  
2015 Ba FZB42 FP, Sporen Nährstoffe B2  
 
Ba FZB42+ FP, Sporen Pp M1 Toxine, UV-
Schutz, Netzmittel, 
Nährstoffe B2 
 Et DS08 TP, vegetative Zellen - 
 Et DS08+ TP, vegetative Zellen UV-Schutz, Nährstoffe 
*Die Zusammensetzung der Additive unterliegt den Firmeninterna der ABiTEP GmbH   
Als Referenz für die Wirkung der Antagonisten wurde Streptomycin verwendet. Das Kali-
umalaun LMA wurde als chemische Alternative zu Streptomycin eingesetzt. Tabelle 22 
zeigt die Boniturergebnisse der primär infizierten Bäume. Gezeigt sind der Mittelwert der 
Blütenbüschel aus vier Parzellen pro Behandlungsvariante und der Anteil an befallenen 
und nicht-befallenen Blütenbüscheln sowie der Befall mit E. amylovora und der daraus 
berechnete Wirkungsgrad der einzelnen Behandlungsvarianten. 
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Tabelle 22: Boniturergebnisse der primär infizierten Apfelbäume. Für jeden Versuchsansatz standen vier 
Parzellen mit je 1 Baum zur Verfügung. Ein Baum jeder Parzelle wurde ca. 2 h nach der Behandlung mit 
einem E. amylovora Gemisch einer Dichte von 10
8
 cfu / ml infiziert. Gezeigt sind die Mittelwerte des primär 
infizierten Baumes sowie der prozentuale Befall und der Wirkungsgrad (WG) der Applikationen. Die Bonitur 
der primär infizierten Bäume erfolgte am 22.05.2013,  07.05.2014 bzw. 12.05.2015.  
Blütenbüschel ᴓ 
Jahr Behandlung - Befall + Befall Gesamt  Befall [%] WG [%] 
2013 Unbehandelt 23 112 135  85 - 
 
Streptomycin 62 44 106  41 52 
 LMA 47 72 118  61 28 
 Ba FZB42 12 95 107  89 0 
 Ba FZB42+ 26 77 103  78 9 
 Et DS08 35 97 132  72 15 
2014 Unbehandelt 50 60 111  56 - 
 
LMA 80 25 106  24 56 
 Ba FZB42 68 34 102  34 39 
 Ba FZB42+ 55 36 91  40 27 
 Et DS08 77 37 114  33 40 
 Et DS08+ 39 49 88  55 1 
2015 Unbehandelt 35 111 146  77 - 
 LMA 57 80 137  59 23 
 Streptomycin 88 53 141  38 50 
 Ba FZB42 49 89 138  64 16 
 Ba FZB42+ 50 90 140  64 17 
 Et DS08 47 99 146  70 9 
 Et DS08+ 40 93 133  71 8 
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Die Gesamtzahl an Blütenbüscheln pro Behandlungsvariante lag zwischen 88 und 146 pro 
primär infizierten Baum. In der unbehandelten Kontrolle konnte 2013 ein Befall von 
85% (± 12%) nachgewiesen werden. Die 2013 getesteten Behandlungsvarianten wiesen 
Befallsstärken zwischen 41% (± 2%) und 89% (± 1%) auf. In Bezug auf die unbehandelte 
Kontrolle lässt sich der Wirkungsgrad der einzelnen Behandlungsvarianten bestimmen. 
Streptomycin zeigte 2013 die beste Wirkung mit 52% (± 3%). Die mit LMA behandelten 
Varianten erreichten einen Wirkungsgrad von 28% (± 12%). Die Antagonisten zeigten auf 
den primär infizierten Bäumen kaum einen Effekt auf E. amylovora. Der Wirkungsgrad 
schwankte zwischen 0% (± 2%) (Ba FZB42) und 15% (± 14%) (Et DS08).  
2014 zeigten die Bäume der unbehandelten Kontrolle einen Befall von 56% (± 6%). In 
diesem Versuchsjahr zeigte LMA den besten Wirkungsgrad mit 56% (± 20%). Die Wir-
kungsgrade der E. tasmaniensis DS08 Behandlungsvarianten auf den primär infizierten 
Bäumen lagen bei 40% (± 5%) ohne Additive. Die Variante mit Additiven wies keine Wir-
kung auf. Die Ansätze von B. amyloliquefaciens FZB42 zeigten unabhängig von dem Ein-
satz der Additive einen ähnlichen Wirkungsgrad von 27% (± 13%) bis 39% (± 20%) bei 
den primär infizierten Bäumen. 
Im Feldversuch 2015 wurde Streptomycin als Vergleich für die LMA Wirkung wieder in 
den Versuch aufgenommen. Die Antagonisten-Ansätze wurden leicht variiert. Die Flüssig-
formulierung von B. amyloliquefaciens FZB42 wurde beibehalten und mit einem Nähr-
stoffzusatz versetzt. Die Additiv-Variante enthielt neben den Nährstoffen zusätzlich Kom-
ponenten zum UV-Schutz und ein Netzmittel. Bei E. tasmaniensis DS08 wurden ebenfalls 
Nährstoffe zugesetzt, in der Variante mit Additiven wurde außerdem ein UV-Schutz hin-
zugefügt. Bei den primär infizierten Bäumen konnte ein Befall von 77% (± 9%) in der un-
behandelten Kontrolle beobachtet werden. Die beste Wirkung 2015 erzielte das Antibioti-
kum Streptomycin mit einem Wirkungsgrad von 50% (± 14%). LMA zeigte einen deutlich 
geringeren Effekt mit 23% (± 21%). E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens 
FZB42 zeigten (unabhängig von den Additiven) bei den primär infizierten Bäumen einen 
Wirkungsgrad von 8% (± 13%) (Et DS08) bis 17% (± 11%) (Ba FZB42).  
Im Vergleich zu den primär infizierten Bäumen, bei denen eine Dichte von 1x10
8
 cfu / ml 
des Feuerbranderregers appliziert wurde, werden die sekundär infizierten Bäume über die 
Übertragung des Erregers durch natürliche Vektoren infiziert. Dies entspricht eher den 
Bedingungen bei einem natürlichen Feuerbrandbefall.  
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Tabelle 23 zeigt eine Übersicht über den Befall und den Wirkungsgrad der Behandlungsva-
rianten auf sekundär infizierten Bäumen. 
Tabelle 23: Boniturergebnisse der sekundär infizierten Apfelbäume im Feldversuch 2013. Für jede 
Behandlung standen vier Parzellen mit 8 bis 10 Bäumen zur Verfügung.. Die Infektion erfolgte über natürli-
che Vektoren. Gezeigt sind die Mittelwerte der sekundär infizierten Bäume sowie der prozentuale Befall und 
der Wirkungsgrad der Applikationen. Die Bonitur erfolgte am 05.06.2013, 16.05.2014 bzw. 18.05.2015.  
Blütenbüschel ᴓ 
Jahr Behandlung - Befall + Befall Gesamt  Befall [%] WG [%] 
2013 Unbehandelt 416 125 540 
 
24 - 
 
Streptomycin 471 17 488 
 
4 85 
 
LMA 466 39 495 
 
7 70 
 
Ba FZB42 351 83 434 
 
19 18 
 
Ba FZB42+ 373 98 470 
 
20 14 
 
Et DS08 492 56 548 
 
10 57 
2014 Unbehandelt 567 32 598 
 
5 - 
 
LMA 628 13 642 
 
2 61 
 
Ba FZB42 585 31 616 
 
5 12 
 
Ba FZB42+ 534 15 549 
 
3 49 
 
Et DS08 648 12 660 
 
2 65 
 
Et DS08+ 583 20 603 
 
3 40 
2015 Unbehandelt 642 350 992 
 
36 - 
 
LMA 921 185 1106 
 
17 52 
 
Streptomycin 827 69 896 
 
8 79 
 
Ba FZB42 779 186 965 
 
19 46 
 
Ba FZB42+ 676 162 839 
 
19 46 
 
Et DS08 814 129 943 
 
14 61 
 
Et DS08+ 911 132 1043 
 
13 65 
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Im Jahr 2013 konnte auf den sekundär infizierten Bäumen ein E. amylovora Befall von 
24% (± 5%) in der unbehandelten Kontrolle erreicht werden. Streptomycin hatte mit 
85% (± 5%) den höchsten Wirkungsgrad. E. tasmaniensis DS08 zeigte im ersten Versuchs-
jahr eine Wirkung von 57% (± 16%). Die Bäume, die mit B. amyloliquefaciens FZB42 
Sporen mit oder ohne P. polymyxa M1 Toxinen behandelt wurden, zeigten einen Wir-
kungsgrad von 14% (± 26%) bzw. 18% (± 42%) und waren damit deutlich weniger effek-
tiv als E. tasmaniensis DS08.  
Aufgrund der zuverlässigen Ergebnisse von LMA in den letzten Versuchsjahren (Fried 
2013), wurde im Freilandversuch 2014 der Wirkungsgrad von LMA als Referenz für die 
übrigen Behandlungsvarianten verwendet. B. amyloliquefaciens FZB42 Sporen wurden als 
Flüssigformulierung eingesetzt. Neben dem Sporenprodukt wurde auch eine Variante mit 
B. amyloliquefaciens FZB42 und Additiven (Ba FZB42+) eingesetzt (siehe Tabelle 21). 
E. tasmaniensis DS08 wurde als Trockenprodukt eingesetzt. Außerdem wurde eine Be-
handlungsvariante mit Additiven getestet (Et DS08+). In der unbehandelten Kontrolle 
wurde ein Befall von 5% (± 1%) erreicht. Der Wirkungsgrad von LMA betrug 61% (± 14).  
Die Sporenformulierung von B. amyloliquefaciens FZB42 zeigte wie schon im Vorjahr 
kaum Wirkung (12% ± 15%). Die Zugabe der Additive hatte hingegen einen positiven Ef-
fekt und konnte den Wirkungsgrad auf 49% (± 11%) verbessern. Der Wirkungsgrad von 
E. tasmaniensis DS08 ohne Zusätze lag bei 65% (± 12%) und damit in einem ähnlichen 
Bereich wie LMA, während der Ansatz mit Additiven lediglich 40% (± 24%) Wirkungs-
grad erzielte. 
2015 lag der Befall mit E. amylovora in der unbehandelten Kontrolle bei 36% (± 4%). 
Streptomycin konnte den besten Effekt mit einem Wirkungsgrad von 79% (± 9%) errei-
chen. Im Vergleich dazu lag LMA bei einem Wirkungsgrad von lediglich 52% (± 14%). 
Der Antagonist E. tasmaniensis DS08 wies eine leicht bessere Wirkung mit knapp über 
60% (± 22%) auf. Zwischen den beiden Varianten mit und ohne Additive zeigte sich kein 
Unterschied. Trotz des hohen Befalls erreichte B. amyloliquefaciens FZB42 einen Wir-
kungsgrad von 46% (± 9%). Auch bei der Behandlung mit B. amyloliquefaciens FZB42 
ließ sich zwischen den eingesetzten Varianten kein Unterschied feststellen.  
Der Vergleich der mittleren Wirkungsgrade der getesteten Antagonisten in den drei Frei-
landversuchen ist in Abbildung 32 dargestellt. 
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Abbildung 32: Wirkungsgrad der Antagonisten auf sekundär infizierten Bäumen in den drei Ver-
suchsjahren. Wirkungsgerade von Et DS08 (2013, 2014, 2015), Et DS08 mit Additiven (2014, 2015), 
Ba FZB42 und Ba FZB42 mit Additiven (je 2013, 2014, 2015). 
Die Trockenformulierung von E. tasmaniensis DS08 zeigte bei den unterschiedlichen Be-
fallsstärken in der Anlage einen konstanten Wirkungsgrad von ca. 60% in allen drei Jah-
ren. Die getesteten Additive im Jahr 2014 zeigten mit einem mittleren Wirkungsgrad von 
ca. 40% eine geringere Wirkung als die Behandlungsvariante ohne Additive (60%). Aller-
dings lag die Schwankung in der Additiv-Variante bei ca. 24%. 2015 wurde in den Additi-
ven auf das Netzmittel bei E. tasmaniensis DS08+ verzichtet und der Wirkungsgrad war 
mit der Behandlungsvariante ohne Additive vergleichbar. Im Vergleich zu E. tasmaniensis 
DS08 zeigte B. amyloliquefaciens FZB42 eine schwächere Wirkung im Freiland. Im ersten 
Versuchsjahr 2013 lag der Wirkungsgrad in zwei Behandlungsvarianten (FZB42 Sporen 
bzw. FZB42 Sporen mit P. polymyxa M1 Toxinen) bei ca. 20%. 2014 wurde in der Addi-
tiv-Variante neben den P. polymyxa M1 Toxinen noch ein Netzmittel und Nährstoffe zu-
gegeben. Der Wirkungsgrad der Behandlungsvariante mit Additiven lag bei ca. 50% und 
damit etwa 30% höher als die Variante ohne Additive. Im Jahr 2015 wurden beiden 
B. amyloliquefaciens FZB42 Behandlungsvarianten zusätzlich Nährstoffe zugesetzt. In der 
Additiv-Variante wurden darüber hinaus noch Netzmittel und P. polymyxa M1 Toxine zu-
gesetzt. Beide Behandlungsvarianten erreichten einen vergleichbaren Wirkungsgrad von 
ca. 40%. 
2.6.2.1 Schwankungsbereich des Bekämpfungsversuchs 
Insgesamt schwankte der Befall in den einzelnen Wiederholungen (Abbildung 33). Im Fall 
der unbehandelten Kontrolle im lagen die Befallsstärken in den einzelnen Parzellen zwi-
schen 17% und 28% (2013), 4% und 7% (2014) bzw. 32% und 42% (2015). 
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Abbildung 33: Boxplot zum Befall der sekundär infizierten Bäume in vier unbehandelten Parzellen in 
den Freilandversuchen 2013, 2014 und 2015. 
Nicht nur der Befall in der unbehandelten Kontrolle, sondern auch in den behandelten Par-
zellen konnten deutliche Schwankungen der einzelnen Wirkungsgrade beobachtet werden. 
Abbildung 34 zeigt eine Übersicht über die Wirkungsgerade in vier Parzellen von LMA, 
Streptomycin, E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 im Freilandversuch 
2015. 
 
Abbildung 34: Übersicht über die Schwankungen des Wirkungsgrades auf sekundär infizierten Bäu-
men in vier Parzellen im Freilandversuch 2015. 
Die Wirkungsgrade in den einzelnen Parzellen lagen bei E. tasmaniensis DS08 zwischen 
51% und 76%. B. amyloliquefaciens FZB42 wies in den einzelnen Parzellen einen Wir-
kungsgrad zwischen 32% und 54% auf. Nicht nur die biologische Behandlungsvarianten, 
sondern auch die chemische Behandlungen mit LMA (zwischen 35% und 66%) bzw. 
Streptomycin (zwischen 65% und 85%) wiesen einen breite Schwankungsbereich in ihren 
Wirkungsgraden auf. 
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3.6.3 Etablierung und Verbreitung der Antagonisten im Freilandversuch 
Die Wirkung der Antagonisten im Feld ist abhängig von ihrer Etablierung auf der Blüte. 
Die Ausbreitung und Verbreitung der Antagonisten im Freiland wurde daher - wie in Kapi-
tel 2.9.2 beschrieben - überprüft. Für den PCR-Nachweis von E. tasmaniensis wurden zwei 
Ansätze getestet: Zum einen wurde die DNA des Antagonisten aus der Blütenwaschprobe 
detektiert, zum anderen wurde eine Bio-PCR durchgeführt, bei der eine Kultur mit der Blü-
tenwaschprobe angeimpft und über Nacht inkubiert wurde (vgl. Schaad et al. 1995). Als 
alternative Nachweismethode wurde das Ausplattieren der Blütenwaschprobe auf Selekti-
onsmedium und die Bestimmung der Lebendzellzahl getestet. Dazu wurde ein Derivat von 
B. amyloliquefaciens FZB42 mit einer Spontanresistenz gegen Rifampicin verwendet. 
 
3.6.3.1 PCR-Nachweis von E. tasmaniensis im Freiland  
Abbildung 35 zeigt den Nachweis von E. tasmaniensis auf unbehandelten Bäumen in den 
Versuchsjahren 2013, 2014 und 2015.  
A      B      
     
Abbildung 35: Anteil positiver Nachweise für E. tasmaniensis in Proben von unbehandelten Blüten im 
Freiland in drei Versuchsjahren. Gezeigt ist der Anteil positiver Nachweise in wöchentlichen Abständen 
über einen Zeitraum von 4 Wochen. A: PCR der Waschprobe. B: Bio-PCR.  
Der Anteil positiver E. tasmaniensis Nachweise in den Waschproben ist in Abbildung 35A 
dargestellt. 2013 war der Antagonist lediglich zu den Zeitpunkten t1 und t2 in 40% der 
Proben nachweisbar. 2014 gab es in der ersten Woche keinen positiven E. tasmaniensis 
Nachweis in der Waschprobe. In den darauffolgenden Wochen lagen weiterhin positive 
Nachweise vor, der Anteil lag zwischen 10% bis 40% der Proben. Im Jahr 2015 konnten 
dieselben Beobachtungen gemacht werden. In den ersten zwei Wochen des Versuches ließ 
sich E. tasmaniensis in 10% (t2) bis 50% (t1) der Proben detektieren, zum Ende des Ver-
suchs lag der Nachweis aus der Waschprobe jedoch bei 0%. In Abbildung 35B sind die 
Anteile positiver E. tasmaniensis Proben der Bio-PCR dargestellt.  
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Im Jahr 2013 konnte in der unbehandelten Kontrolle lediglich in den ersten beiden Wochen 
des Versuches E. tasmaniensis nachgewiesen werden (40% der Proben).  
2014 war E. tasmaniensis über den gesamten Versuchszeitraum nachweisbar und das in 
80% bis 100% der Proben. 2015 hingegen lagen die positiven Nachweise nur in den ersten 
zwei Wochen mit sehr hohen Anteilen (90% bis 100% der Proben) vor und nahmen in den 
letzten beiden Wochen deutlich ab (ca. 10% der Proben). Der Anteil positiver 
E. tasmaniensis Nachweise schwankte stark zwischen den beiden Methoden und war ab-
hängig von der gewählten Vorverdünnung der Waschprobe (nicht gezeigt). Der Vergleich 
zwischen dem Nachweis aus der Waschprobe und der Bio-PCR zeigt, dass die Kultivie-
rung der Proben eine höhere Nachweisquote brachte.  
Eine aktive Wirkung auf den Feuerbranderreger wird vor allem durch lebende Antagonis-
tenzellen erreicht. Im weiteren Verlauf sind daher die Ergebnisse der Bio-PCR dargestellt.  
Abbildung 36 zeigt den Anteil der Proben mit einem positiven E. tasmaniensis Nachweis 
im Freilandversuch 2013 auf mit E. tasmaniensis DS08 behandelten Bäumen. 
 
Abbildung 36: Anteil positiver E. tasmaniensis Nachweise in der Bio-PCR von E. tasmaniensis DS08 
behandelten Bäumen (2013). Von drei Bäumen pro Ansatz wurden jeweils drei Blüten gesammelt und in 
3 ml sterilem H2O gewaschen. Anschließend wurden 900 µl LB mit 100 µl der Waschprobe angeimpft und 
über Nacht bei 28°C und 200 rpm inkubiert. Gezeigt ist der Anteil positiver Nachweise in wöchentlichen 
Abständen über einen Zeitraum von vier Wochen. 
In den ersten drei Wochen konnte in 100% der Proben der Antagonist detektiert werden. 
Zum Zeitpunkt t4 sank der Anteil positiver E. tasmaniensis Nachweise auf ca. 30%.  
Im Versuchsjahr 2014 wurden zwei Varianten von E. tasmaniensis DS08 ausgebracht: Ei-
ne Behandlungsvariante enthielt lediglich trockenformulierte Zellen (DS08), die andere 
Behandlungsvariante (DS08+) enthielt zusätzlich noch diverse Additive (siehe Tabelle 21). 
In Abbildung 37 sind die Anteile positiver PCR-Proben beider Varianten im Vergleich 
dargestellt.  
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Abbildung 37: Anteil positiver E. tasmaniensis Nachweise in der Bio-PCR von E. tasmaniensis DS08 
bzw. E. tasmaniensis DS08 mit Additiv behandelten Bäumen (2014). Von vier Bäumen pro Ansatz wur-
den jeweils fünf Blüten gesammelt und in 15 ml H2O gewaschen. Anschließend wurden 900 µl LB mit 
100 µl der Waschprobe angeimpft und über Nacht bei 28°C und 200 rpm inkubiert. Gezeigt ist der Anteil 
positiver Nachweise in wöchentlichen Abständen über einen Zeitraum von vier Wochen. 
Der Anteil positiver Nachweise unterschied sich in den beiden Varianten nicht voneinan-
der. Zum Zeitpunkt t1 konnte in 100% der Proben E. tasmaniensis nachgewiesen werden. 
Zum Zeitpunkt t2 hingegen war kein E. tasmaniensis nachweisbar. Danach stieg die Detek-
tion wieder deutlich auf etwa 80% (t3) bis 100% (t4) an. 
Im Jahr 2015 traten vereinzelt Unterschiede zwischen den positiven E. tasmaniensis 
Nachweisen in den beiden Behandlungsvarianten E. tasmaniensis DS08 (DS08) und 
E. tasmaniensis DS08 mit Additiven (DS08+) auf (Abbildung 38).  
 
Abbildung 38: Anteil positiver E. tasmaniensis Nachweise in der Bio-PCR von E. tasmaniensis DS08 
bzw. E. tasmaniensis DS08 mit Additiv behandelten Bäumen (2015). Zehn Blüten pro Ansatz wurden 
gesammelt und in je 1 ml sterilem H2O gewaschen. Anschließend wurden 900 µl LB mit 100 µl der Wasch-
probe angeimpft und über Nacht bei 28°C und 200 rpm inkubiert. Gezeigt ist der Anteil positiver Nachweise 
in wöchentlichen Abständen über einen Zeitraum von vier Wochen. 
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Während zum Zeitpunkt t0 in 100% der Proben E. tasmaniensis nachweisbar war, nahm 
der Anteil zum Zeitpunkt t2 bei Ansatz mit Additiven um 20% ab. In der darauffolgenden 
Woche lag der Nachweis bei beiden Varianten deutlich niedriger bei ca. 20% (DS08) bis 
50% (DS08+). Auch in diesem Versuchsjahr nahm der Anteil an detektiertem Antagonist 
zum Versuchsende wieder zu und lag bei bis zu 100% der Proben. 
Die Ergebnisse zwischen den drei Jahren schwankten deutlich. Während 2013 ein Abfall 
der positiven Nachweise zum Ende des Versuches beobachtet werden konnte, stieg der 
Anteil 2014 und 2015 zu den späteren Zeitpunkten auf bis zu 100% an.  
3.6.3.2 Detektion von B. amyloliquefaciens FZB42 Rif im Feldversuch 2015 
Der Nachweis von B. amyloliquefaciens erfolgte im Feldversuch 2015 über die Rifampi-
cinresistenz des eingesetzten Derivates B. amyloliquefaciens FZB42 Rif. Wie in Kapitel 
2.9.2 beschrieben wurde hierfür die Lebendzellzahl von Bacillus aus den Blütenwaschpro-
ben bestimmt. Abbildung 39 zeigt die cfu / Blüte, die auf unbehandelten und mit 
B. amyloliquefaciens FZB42 Rif behandelten Bäumen (in zwei Behandlungsvarianten mit 
und ohne Additive) bestimmt wurde. 
A        B    
   
Abbildung 39: Anteil positiver Bacillus Proben in cfu / Blüte auf unbehandelten (A) und mit 
B. amyloliquefaciens FZB42 Rif behandelten Bäumen (B). Zehn Blüten pro Ansatz wurden gesammelt 
und in je 1 ml sterilem H2O gewaschen. Anschließend wurden 100 µl der Probe bzw. entsprechende Verdün-
nungen auf Rif Platten ausplattiert und über Nacht bei 28°C inkubiert. Gezeigt ist der Anteil positiver Nach-
weise in wöchentlichen Abständen über einen Zeitraum von fünf Wochen. Die cfu wurde in Gruppen bis 
maximal 1x10
2
, 1x10
3
, 1x10
4
 und 1x10
5
 cfu / Blüte eingeteilt. A: Nachweis von Bacillus auf unbehandelten 
Bäumen. B: Nachweis von Bacillus auf Ba  FZB42 Rif behandelten Bäumen. 
Zu allen getesteten Zeitpunkten konnte Bacillus in den Proben nachgwiesen werden. In der 
unbehandelten Kontrolle lag die Zelldichte zum Zeitpunkt t0 in 40% der Proben in einem 
Bereich bis maximal 1x10
2 
cfu / Blüte und in 60% der Probe bei maximal 
1x10
3 
cfu / Blüte. Zum Zeitpunkt t1 lag in 80% der Proben eine Zelldichte bis maximal 
1x10
3
 cfu / Blüte und 20% bei maximal 1x10
5
 cfu / Blüte vor.  
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Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle waren die nachgewiesenen Bacillus cfu in den 
B. amyloliquefaciens FZB42 Rif behandelten Ansätzen deutlich höher (Abbildung 39B). 
Bereits zu Versuchsbeginn (t0) konnten in 40% der Proben 1x10
4 
cfu / Blüte und in 60% 
der Proben bis zu 1x10
5 
cfu / Blüte nachgewiesen werden. Auch zum Zeitpunkt t1 1agen 
die cfus in diesem Bereich. In der darauffolgenden Woche (t2) konnte in 100% der Proben 
eine Zelldichte bis 1x10
4 
cfu / Blüte nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt t3 nahm die cfu 
wieder ab. Bei der letzten Probennahme (t4) lagen 30% der Proben bei einer maximalen 
Bacillus Zelldichte bis 1x10
4 
cfu / Blüte. 
Der Nachweis von Blüten, die mit B. amyloliquefaciens FZB42 behandelt wurden, ist in 
Abbldung 40 dargestellt. Verglichen wurden dabei die Behandlungsvarianten ohne 
(Abbildung 40A) und mit Additiven (Abbildung 40B). In der Behandlungsvariante, in der 
keine Additive eingesetzt wurden, konnten zum Zeitpunkt t0 in 60% Proben eine Bacillus 
Zelldichte von bis zu 1x10
4 
cfu / Blüte und in 40% der Proben bis zu 1x10
5 
cfu / Blüte
 
be-
stimmt werden. Zum Zeitpunkt t1 konnte in beiden Ansätzen eine Zunahme der Zellzahlen 
beobachtet werden, ab dem Zeitpunkt t3 reduzierte sich die cfu / Blüte allmählich.  
Die Abnahme war unabhängig von den zugegeben Additiven, allerdings ließ sich bei der 
Behandlung ohne Zusatz eine etwas stärke Reduzierung feststellen. Zum Versuchsende 
konnten in 60% der Proben lediglich maximal 100 cfu / Blüte nachgewiesen werden. Bei 
dem Ansatz mit Additiv lagen bei 50% der Proben noch Zelldichten bis 1x10
4
cfu / Blüte 
vor.  
A        B    
    
Abbildung 40: Anteil positiver Bacillus Proben in cfu / Blüte auf Bäumen mit B. amyloliquefaciens 
FZB42 Rif (A) bzw. B. amyloliquefaciens FZB42 Rif mit Additiv (B) Behandlung. Zehn Blüten pro An-
satz wurden gesammelt und in je 1 ml H2O gewaschen. Anschließend wurden 100 µl der Probe bzw. entspre-
chende Verdünnungen auf Rif Platten ausplattiert und über Nacht bei 28°C inkubiert. Gezeigt ist der Anteil 
positiver Nachweise in wöchentlichen Abständen über einen Zeitraum von fünf Wochen. Die cfu wurde in 
Gruppen bis maximal 1x10
2
, 1x10
3
, 1x10
4
 und 1x10
5
 cfu / Blüte eingeteilt. A: Nachweis von Bacillus auf Ba 
FZB42 Rif behandelten Bäumen. B: Nachweis von Bacillus auf Ba FZB42 Rif mit Additiv behandelten 
Bäumen. 
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3.7 Molekularbiologische Untersuchungen von Feuerbrandantagonisten 
Die in Kapitel 1.3.1.1 beschriebene Tn5 Mutante von E. tasmaniensis 1/99 weist im Ver-
gleich zum Wildtyp einen gelb-pigmentierten Phänotyp auf, der in Flüssigkultur eine 
Kahmhaut- und Klumpen bildet. Diese Eigenschaften könnten das Überleben auf der 
Pflanze und damit den Antagonismus gegen den Feuerbranderreger begünstigen.  
 
Abbildung 41: Nukleinsäure-BLAST der ymoB Sequenz von E. tasmaniensis 1/99. 
Die Insertion des Mini Tn5 Transposons in die Mutante No. 5 von E. tasmaniensis 1/99 
Sm liegt in ymoB, dessen Sequenz in der Gattung der Erwinien hochkonserviert ist (nicht 
publiziert). Zwischen dem Antagonisten E. tasmaniensis und dem Feuerbrandpathogen 
E. amylovora liegt eine Sequenzidentität von ca. 88% vor (Abbildung 41). Die Funktion 
des Proteins YmoB ist in beiden Organismen nicht abschließend geklärt. 
3.7.1 Konstruktion von Plasmiden zur Komplementation von E. tasmaniensis 1/99 Sm 
ymoB::Tn5_Km  
Zur Komplementierung der Mutante E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km wurden 
Plasmide mit den Genen des ymo Operons (ymoB, ymoA und ymoBA) konstruiert. Dabei 
wurde nicht nur auf E. tasmaniensis 1/99, sondern auch auf E. amylovora 1/79 zurückge-
griffen. Dies diente der Untersuchung einer möglichen homologen Funktion zwischen An-
tagonist und Pathogen. Die verwendeten Primerkombinationen zur Amplifizierung von 
ymoBA, ymoA und ymoB sind in Tabelle 15 aufgelistet. Die Größen der amplifizierten 
PCR-Produkte und die Spezifizität der PCR wurden auf dem Agarosegel überprüft (Abbil-
dung 42). Die PCR-Produkte wurden - wie in Kapitel 2.7.12 - beschrieben in den Vektor 
p3T ligiert. Die Plasmide pYa-Ea, pYba-Ea, pYa-Et, pYb-Et, pYba-Et (siehe auch Tabelle 
5) konnten erfolgreich hergestellt werden, lediglich die Konstruktion des Plasmids pYb-Ea 
war im Rahmen dieser Arbeit nicht erfolgreich. 
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A        B
    
Abbildung 42: Produkte der ymo PCR in E. tasmaniensis 1/99 (A) und E. amylovora 1/79 (B). A: Ampli-
fizierung von Et ymoBA (893 bp), Et ymoB (591 bp) und Et ymoA (324 bp). Spur 1-3: Einsatz von Ea 1/79 als 
Template DNA. Spur 4-6: Einsatz von Et 1/99 als Template DNA. B: Amplifizierung von Ea ymoBA 
(927 bp), Ea ymoB (642 bp), Ea ymoA (378 bp). Spur1-3: Einsatz von Ea 1/79 als Template DNA. Spur 4-6: 
Einsatz von Et 1/99 als Template DNA. 
Der Ligation des korrekten und vollständigen Inserts in den Vektor wurde über einen - wie 
in Kapitel 2.7.11 - beschriebenen Restriktionsverdau mit BamHI und EcoRI kontrolliert 
und die Fragmentgrößen des Inserts überprüft (Abbildung 43A).  
Über eine PCR ausgehend von auf dem Plasmid vorliegenden lacZ und der reversen Bin-
destelle des Inserts wurde außerdem die Orientierung des Inserts überprüft (Abbildung 
43B).  
A               B
        
Abbildung 43: Überprüfung der Plasmide zur Komplementation E. tasmaniensis 1/99 Sm 
ymoB::Tn5_Km durch Restriktionsverdau (A) und PCR (B). A: Die Plasmide wurden mit EcoRI/BamHI 
verdaut und zeigen die erwarteten Fragmente von 1: pYba-Ea, 927 bp 2: pYa-Ea, 378 bp 3: pYba-Et, 893 bp 
4: pYb-Et, 591 bp 5: pYa-Et, 324 bp 6: p3T, 3003 bp. B: Überprüfung der Insertorientierung in Relation zu 
Plac via PCR mit den reverse Primern des Inserts und M13F bzw. M13R. 1: pYba-Ea, 1053 bp 2: pYa-Ea, 
504 bp 3: pYba-Et, 1019 bp 4: pYb-Et, 717 bp 5: pYa-Et, 450 bp 
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Abbildung 44: Vergleich der Koloniemorphologie 
der transformierten Transposonmutante E. tas-
maniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km (Tn5_No. 5). 
Zellmaterial wurde auf ST.I frisch ausgestrichen und 
über Nacht bei 28°C inkubiert. a: Tn5_No. 5 + pYa-
Et, b: Tn5_No. 5 + pYba-Et, c: Tn5_No. 5 + pYba-
Ea, d: Tn5_No. 5 + pYa-Ea, e,f: Tn5_No. 5 + pYb-
Et. 
 
In den fünf Plasmiden konnte die Forward-Orientierung des Inserts nachgewiesen werden, 
wodurch die Expression der eingebrachten Gene ermöglicht wird. Der Kontrollansatz mit 
dem Primer M13R und dem reverse Primer des Inserts zeigte entsprechend kein Produkt 
und bestätigte somit die Orientierung des Inserts in Forward-Richtung.  
3.7.2 Komplementation der Mutante E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km  
Die Plasmide wurden, wie in Kapitel 2.7.4 beschrieben, in kompetente Zellen der 
E. tasmaniensis Sm 1/99 Tn5_No.5 Mutante transformiert. Die Koloniemorphologie der 
transformierten Mutanten im Vergleich mit dem Wildtyp E. tasmaniensis 1/99 ist in Ab-
bildung 44 dargestellt. Die Komplementierung von ymoB allein reichte nicht aus, um den 
Phänotyp der E. tasmaniensis 1/99 Sm Tn5_No. 5 Mutante zu komplementieren (e, f). Die 
Stämme zeigten eine gelbe Pigmentierung, die mit der Mutante vergleichbar ist. Lediglich 
die Komplementation mit ymoBA (b, c) zeigte in Bezug auf die Pigmentierung einen Phä-
notyp, der dem Wildtyp von E. tasmaniensis 1/99 entspricht. Die Stämme, die mit ymoA 
komplementiert wurden (a, d), zeigten eine cremefarbige Koloniefarbe und sind mit dem 
Wildtyp vergleichbar. Die Expression der Gene von E. tasmaniensis 1/99 oder von 
E. amylovora 1/79 scheint keinen Einfluss auf die Komplementation zu haben. 
    
Die Bildung der Kahmhaut und Klumpen in Flüssigkultur konnte ebenfalls lediglich bei 
den Zellen mit dem entsprechenden Plasmid mit ymoBA bzw. ymoA komplementiert wer-
den. Durch die Transformation des Plasmids pYb-Et konnte der Phänotyp von 
E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km nicht komplementiert werden. 
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3.7.3 Untersuchungen zur Adhäsion von E. tasmaniensis 1/99 
Ein auffälliges Merkmal der E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km Mutante ist die ver-
stärkte Anheftung an Oberflächen. Daher wurde die Adhäsion der Mutante und ihrer 
Komplementation im Vergleich zum Wildtyp untersucht. Abbildung 45 zeigt die Ergebnis-
se eines Versuchs zur Oberflächenanheftung nach der in Kapitel 2.5.5 beschriebenen Me-
thode.  
 
Abbildung 45: Adhäsion des E. tasmaniensis 1/99 Wildtyps und der E. tasmaniensis 1/99 
SmymoB::Tn5_Km Mutante auf Deckgläsern. In einer 12-Well Platte wurden 300 µl LB mit einer Dichte 
von OD600 0,05 angeimpft und Deckgläschen eingestellt. Nach Inkubation über Nacht bei 28°C wurden die 
angehefteten Zellen mit 0,1%iger Kristallviolettlösung gefärbt. 1: Tn5_No. 5, 2: Tn5_No. 5 + pYba-Ea, 
3: Tn5_No. 5 + pYa-Ea, 4: Tn5_No. 5 + pYba-Et, 5: Tn5_No. 5 + pYb-Et, 6: Tn5_No. 5 + pYa-Et, 7: Et 
WT, 8: LB 
Die Kristallviolett-Färbung zeigte eine hohe Dichte von Zellen der E. tasmaniensis 1/99 
Sm ymoB::Tn5_Km Mutante auf dem abgebildeten Deckgläschen (1). Dieser Bereich des 
Deckgläschens lag mit dem Teil des Mediums in Kontakt, an der sich eine Kahmhaut bil-
dete. Die Zelldichte in diesem Bereich war vergleichbar mit E. tasmaniensis 1/99 Sm 
ymoB::Tn5_Km mit den Plasmiden pYba-Ea (3) bzw. pYa-Et (6) und pYb-Et (5). Die 
Komplementation von ymoBA (2, 4) bewirkte eine Anheftung der Zellen auf Wildtyp-
Niveau (7).  
Der quantitative Nachweis zur Adhäsion (siehe Kapitel 2.5.6) zeigte ein ähnliches Ergeb-
nis und ist in Abbildung 46 dargestellt. Der E. tasmaniensis 1/99 Wildtyp (WT) wies nur 
eine geringe Oberflächenanheftung auf, ebenso wie die komplementierten Mutanten-
Stämme mit ymoBA aus E. amylovora 1/79 (5 + pYba-Ea) sowie aus E. tasmaniensis 1/99 
(5 + pYba-Et). Nach 24 h war die Anheftung der E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km 
Mutante (5) um etwa das Vierfache höher als der Wildtyp. Die Transformation mit ymoB 
aus E. tasmaniensis 1/99 (5 + pYb-Et) allein konnte die Mutante nicht komplementieren.  
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Auch die Zugabe von ymoA (5 + pYa-Ea, 5 + pYa-Et) hatte keinen großen Einfluss auf die 
Stärke der Adhäsion. Lediglich die Komplementation von ymoBA - unabhängig vom gene-
tischen Ursprung aus E. amylovora 1/79 oder E. tasmaniensis 1/99 - zeigte eine Anheftung 
auf Wildtypniveau (5 + pYba-Ea, 5 + pYba-Et). Eine längere Inkubationszeit von 48 h 
hatte keinen weiteren Einfluss auf die Adhäsion der getesteten Stämme.  
 
Abbildung 46: Quantitativer Nachweis zur Adhäsion des E. tasmaniensis 1/99 Wildtyps und der 
E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km Mutante (5). Ein Gesamtvolumen von 200 µl LB in einer 96-
Well Platte wurde mit einer OD600 von 0,05 angeimpft und 24 h bzw. 48 h bei 28°C inkubiert. Die angehefte-
ten Zellen wurden mit 0,1%iger Kristallviolettlösung gefärbt und in 99% Ethanol aufgenommen. Daraufhin 
wurde die Absorption bei 600 nm gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von 
zwölf Wiederholungen eines Versuches. 
3.7.4 Überprüfung von Anheftung und Hemmwirkung auf in vitro Pflanzen 
Auf in vitro Pflanzen wurde überprüft, ob die E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km 
Mutante durch die verstärkte Adhäsion im Vergleich zum Wildtyp einen Vorteil bei der 
Anheftung auf der Pflanzenoberfläche hat. Im Zeitverlauf von einer Woche wurde daher 
die cfu pro Blatt auf Pflanzen überprüft, die nach Kapitel 2.8.3.1 behandelt wurden. Der 
Vergleich zwischen Wildtyp und Mutante ist in Abbildung 47 dargestellt. Zwischen den 
Pflanzen, die mit dem E. tasmaniensis 1/99 Wildtyp und mit der E. tasmaniensis 1/99 
ymoB::Tn5_Km Mutante behandelt wurden, konnte im Zeitverlauf kein Unterschied zwi-
schen den cfus pro Blatt beobachten werden.  
Nach der Applikation lagen die Zellzahlen bei ca. 5x10
5 
cfu / Blatt (WT) bzw. 2x10
5 
cfu / 
Blatt (Tn5_No. 5). Über den Zeitverlauf von einer Woche lagen die Zelldichten in diesem 
Bereich und es konnte kein Vorteil der Mutante beobachtet werden.  
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Abbildung 47: Entwicklung der E. tasmaniensis 1/99 Sm ymoB::Tn5_Km Mutante (Tn5_No. 5) auf in 
vitro Äpfeln im Vergleich zum Wildtyp. Von einer frischen Übernachtkultur der Tn5_Mutante wurden in 
vitro Pflanzen mit 1x10
8 
cfu / ml gleichmäßig besprüht. Über einen Zeitraum von sieben Tagen wurden fünf 
Einzelblätter in H2O (100 mg /ml) unter starkem Schütteln 10 min gewaschen und in der Mikrotiterplatte eine 
1:10 Verdünnungsreihe angelegt. Als Kontrolle wurde der Et 1/99 Wildtyp (WT) verwendet. Verschiedene 
Verdünnungsstufen wurden auf St. I Medium plattiert. Am nächsten Tag wurden die Kolonien ausgezählt 
und die cfu pro Blatt bestimmt. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardabweichungen eines Versuches. 
3.8 Entwicklung eines Hochdurchsatz - Screening Systems für Feuer-
brandantagonisten in planta 
Für einen in der Praxis einsetzbaren Antagonisten ist die Wirkung auf der Pflanze ent-
scheidend. Welche Eigenschaften eine essentielle Rolle bei der Hemmung von 
E. amylovora auf der Pflanze haben, ist nicht vollständig geklärt. Mittels zufälliger Muta-
genese lassen sich, in unterschiedlichsten Eigenschaften eingeschränkte, Mutanten erzeu-
gen. Diese können einen essentiellen Einfluss auf den Antagonismus gegen E. amylovora 
haben. Um die Gene, die bei der Wirkung gegen den Feuerbranderreger auf der Pflanze 
eine Rolle spielen zu identifizieren, müssen Mutanten in einen in planta System auf den 
Verlust ihrer antagonistischen Wirkung gescreent werden. Für eine gesättigte Mutagenese 
müssen allerdings mehrere 10000 Mutanten untersucht werden. Entsprechend hoch muss 
der Durchsatz des Screening-Verfahrens sein. Für den in der Feuerbrandforschung einge-
setzten Standard-Birnenscheibenassay werden 3-5 mm dicke Scheiben von unreifen Birnen 
verwendet (Wrather et al. 1973). Die Birnenscheiben werden bei Hemmversuchen in einer 
hochkonzentrierten Antagonistensuspension (bis 1x10
8
 cfu / ml) gebadet und anschließend 
mit E. amylovora (zwischen 500 und 5000 cfu / Birnenscheibe) inokuliert.  
Nach einigen Tagen kann die Symptomentwicklung auf der Birne untersucht werden. Um 
einen höheren Durchsatz zu erreichen, wurde der Birnenscheiben-Assay im Rahmen dieser 
Arbeit - wie in Kapitel 2.8.2.1 beschrieben - auf ein 96-Well Format angepasst.  
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Abbildung 48: Fluoreszenzsignal des Reporterstammes E. amylovora 222_JKI pKAN auf unbehandel-
ten und mit E. tasmaniensis 1/99 behandelten Birnen im 96-Well Format. Bei der Behandlung wurden 
10 µl Antagonistensuspension auf die Birnenoberfläche pipettiert. Die Inokulation mit Ea222 GFP erfolgte 
mit 5000 cfu / 5 µl. Gezeigt ist die Fluorenzenz nach drei Tagen Inkubation. Der Farbverlauf von grau zu 
schwarz zeigt die Signalintensität an. A: Kontrollen von unbehandelten (Ea) und behandelten (Et1 + Ea) 
Birnenscheiben. B: Messung der Fluoreszenz bei Behandlung mit Et 1/99 in mehreren Wiederholungen. 
Für die Detektion des Pathogens auf der Birne wurde ein fluoreszierender Reporterstamm 
von E. amylovora (Ea 222_JKI pKAN) verwendet. Aufgrund der Größe und der kurzen 
Haltbarkeit der Birnenscheiben sind Symptome nur bedingt zu erkennen. Die Detektion der 
Fluoreszenz ermöglicht einen sensitiven Nachweis der Pathogenaktivität. Die Messung der 
Fluoreszenz nach drei Tagen Inkubation der Birnenscheiben zeigte ein starkes Signal der 
Positivkontrolle (Ea) mit einer sehr hohen Intensität.  
Im Vergleich dazu war auf Birnenscheiben, die mit E. tasmaniensis 1/99 behandelt und 
anschließend mit E. amylovora 222_JKI pKAN inokuliert wurden Et1 + Ea), in der Regel 
kaum Fluoreszenz messbar (Abbildung 48A). Vereinzelt traten kleine Bereiche mit einer 
schwachen Fluoreszenz auf, die in Wiederholung allerdings nicht auftraten. Dieses Ergeb-
nis zeigte, dass die antagonistische Hemmung von E. tasmaniensis über die Messung der 
abgegebenen Fluoreszenz des E. amylovora Reporterstammes auf der Birnenscheibe in 
diesem Format bestimmt werden kann. In Abbildung 48B sind drei Beispiele von Messer-
gebnissen dargestellt. Die Behandlung in Abbildung 47B (a) zeigte nach der Infektion in 
drei von vier Wiederholungen ein Fluoreszenzsignal, wobei die gemessene Intensität pro 
Birnenscheibe schwankte.  
In Abbildung 46B (b) konnte lediglich in einem Fall ein Signal gemessen werden, in Ab-
bildung 47B (c) in keinem der Ansätze. Diese Ergebnisse zeigten den Schwankungsbereich 
des Assays. 
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In Abbildung 49 sind die Mittelwerte der rel. Fluoreszenz von E. amylovora 222_JKI auf 
Birnenscheiben dargestellt, die mit E. tasmaniensis 1/99 behandelt wurden. Die 
Fluoreszenz des Reporterstannes schwankten auf den Birnenscheiben zwischen 23000 bis 
78000 rel. Fluoreszenzeinheiten. Am auffälligsten waren die Ergebnisse der Durchläufe 
X3, X4, X9 und X16. 
 
Abbildung 49: Fluoreszenz von E. amylovora 222_JKI pKAN auf Birnenscheiben nach Behandlung mit 
E. tasmaniensis 1/99 Sm (X). Nach drei Tagen wurde im Platereader die relative Fluoreszenz gemessen. Als 
Kontrolle diente Ea222 GFP auf unbehandelten Birnenscheiben. In der Grafik sind die Mittelwerte von drei 
Versuchen à vier Wiederholungen pro Variante gezeigt. 
Um zu analysieren, inwieweit das entwickelte in planta Screening trotz der starken 
Schwankung nutzbar ist, wurden die Fluoreszenzintenstitäten auf der Birnenscheiben in 
einem Boxplot verglichen (Abbildung 50). Dabei wurden die einzelnen Messwerte des 5x5 
Well Scans analysiert, wobei eine inhomogene Verteilung auf der Birnenscheibe 
beobachtet werden konnte.  
Die Median der Positivkontrolle (Ea222_JKI pKAN) lag bei über 250000 rel. 
Fluoreszenzzeinheiten. Bei den Birnenscheiben, die mit E. tasmaniensis 1/99 behandelt 
wurden, lag der Median bei maximal 50000 rel. Fluoreszenzeinheiten (X3, X4, X9). Der 
Boxplot zeigt, dass bei diesen Durchläufen eine ungleichmäßige Verteilung der Werte 
vorlag. Im Gegensatz zu den Mittelwerten lag der Bereich des Medians zwischen 17000 
und 52000 rel. Fluoreszenzeinheiten. 
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Abbildung 50: Boxplot-Analyse der gemessenen Fluoreszenzintensitäten von E. amylovora 222_JKI 
pKAN auf Birnenscheiben behandelt mit E. tasmaniensis 1/99 Sm (X). Bei der Behandlung wurden 10 µl 
Antagonistensuspension auf die Birnenoberfläche pipettiert. Die Inokulation mit Ea222 GFP erfolgte mit 
5000 cfu / 5 µl. Gezeigt ist die Fluorenzenz nach drei Tagen Inkubation. Gezeigt ist ein repräsentativer Ver-
such aus insgesamt drei unabhängigen Wiederholungen. 
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4. Diskussion 
Der Einsatz von bakteriellen Antagonisten gegen E. amylovora stellt eine Möglichkeit zur 
biologischen Kontrolle des Feuerbrandes dar. Sowohl der Gram-negative Antagonist 
E. tasmaniensis als auch der Gram-positive B. amyloliquefaciens zeigten in Labor- sowie 
in Freilandversuchen eine Wirkung auf den Feuerbranderreger. In Hinblick auf eine An-
wendung in der Praxis wurden formulierte Zellen als Produktmuster für die Versuche zur 
Verfügung gestellt, die auf der Pflanze und im Freiland getestet wurden. Unterschiede in 
der Wirkungsweise und der Anpassung an das natürliche Habitat des Feuerbranderregers 
können eine Rolle bei der unterschiedlichen Effizienz im Freiland spielen.   
4.1. E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 als Antagonis-
ten gegen den Feuerbrand 
4.1.1 Hemmwirkung und Wirkungsmechanismus  
Bogs et al. (1998) beschrieben bei dem Reporterstamm E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux 
eine Korrelation zwischen Zellwachstum und Lichtemission. Um in einer Mischkultur die 
Hemmwirkung von Antagonisten auf den Feuerbranderreger zu untersuchen, wurde in die-
ser Arbeit ein Ko-Kultivierungsassay etabliert. Dabei wurde die Wirkung von Antagonis-
ten auf das Feuerbrandpathogen über die maximale Lumineszenz des Reporterstammes 
überprüft. Bei Ko-Kultivierung von E. tasmaniensis DS08 bzw. B. amyloliquefaciens 
FZB42 und E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux zeigte sich ein eindeutiger Hemmeffekt auf 
den Feuerbranderreger. Um zu prüfen, inwieweit sich die Antagonisten auch bei einem 
geringeren Anteil in der Ko-Kultur durchsetzen können, wurden Kulturen mit unterschied-
lichen Mischungsverhältnissen von Antagonist zu Pathogen im Inokulum angeimpft. Auch 
bei einem 3,2-fachen Überschuss des Pathogens waren sowohl E. tasmaniensis DS08 als 
auch B. amyloliquefaciens FZB42 noch in der Lage den Reporterstamm deutlich zu hem-
men (um ca. 70%). In Ko-Kultur konnten beide Antagonisten E. amylovora 1/79 pfdC1-
Z‘-lux somit gleich gut hemmen.  
Wie bereits in Kapitel 1.3.1 beschrieben, ist es wahrscheinlich, dass beide Antagonisten 
unterschiedliche Wirkungsmechanismen gegen den Feuerbranderreger aufweisen. Um die-
sen Aspekt genauer zu untersuchen, wurde im Rahmen dieser Arbeit auch ein Hemmtest 
durchgeführt, bei der die Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux durch Zugabe 
von Kulturüberstand des Antagonisten untersucht wurde. Die Versuche bestätigten einen 
Unterschied zwischen der Wirkung von Überständen von E. tasmaniensis DS08 und 
B. amyloliquefaciens FZB42.  
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Die Zugabe von Überstand führte zu einer Verdünnung des Anzuchtmediums, sodass bei 
Zugabe einer 1:2 Verdünnung des Überstandes von E. tasmaniensis DS08 auch eine Redu-
zierung der gemessenen Lumineszenz im Vergleich zur Kontrolle vorlag. Ab einer Ver-
dünnung von 1:4 war allerdings keine Hemmung mehr von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-
lux zu beobachten. Die Verdünnung des Anzuchtmediums spielte offenbar eine entschei-
dende Rolle bei dem verminderten Wachstum des Pathogens. Dieser Effekt konnte bei 
einer Verdünnung des Mediums mit H2O bestätigt werden (nicht gezeigt). Im Gegensatz zu 
E. tasmaniensis DS08 zeigte die Zugabe des Kulturüberstandes von B. amyloliquefaciens 
FZB42 auch in einer Verdünnung von 1:64 noch einen deutlichen Hemmeffekt auf 
E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux (um ca. 60%). Der Versuch bestätigte, dass die antagonis-
tische Wirkung von E. tasmaniensis DS08 auf der Konkurrenz um die vorhandenen Nähr-
stoffe beruht (Jakovljevic et al. 2008), während B. amyloliquefaciens FZB42 Toxine pro-
duziert, die eine Wirkung auf den Feuerbranderreger haben (Chen et al. 2009b). Die Er-
gebnisse zeigten außerdem, dass mit dem Ko-Kultivierungsassay die Wirkung von Anta-
gonisten gegen E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux getestet werden kann. Ähnliches konnten 
Seibold et al. (2004) bei der Ko-Kultivierung von E. amylovora und verschiedenen Stäm-
men der Hefen A. pullulans und M. pulcherrima beobachten. Die Hemmung des Pathogens 
hing dabei von der Konzentration an synthetischem Nektar im Kulturmedium ab. Eine ver-
gleichbare Wachstumshemmung des Pathogens, wie sie in den Ko-Kultivierungsversuchen 
beobachtet wurde, bestätigte sich im Freiland allerdings nicht. Untersuchungen zur Popula-
tionsdichte des Pathogens auf den Blüten behandelter und unbehandelter Bäume zeigten 
kaum einen Unterschied. Diese Beobachtung hebt die Wichtigkeit von Pflanzenversuchen 
noch einmal hervor.   
4.2 Wirkung verschiedener Gram-positiver Organismen auf E. amylovora  
Neben B. amyloliquefaciens FZB42 wurden weitere Gram-positive Stämme auf ihre 
Hemmwirkung auf den Feuerbranderreger getestet. In Ko-Kultivierung zeigte auch B. sub-
tilis eine deutliche Reduzierung der Lumineszenz von E. amylovora pfdC1-Z‘-lux bei der 
Ko-Kultivierung. Bei einem Mischungsverhältnis von Antagonist zu Pathogen im Inoku-
lum von 2:1 lag die maximale Lumineszenz zwischen 6% und 14% der Kontrolle. B. subti-
lis ist ein Bodenbakterium und kann sowohl das Pflanzenwachstum fördern, als auch 
hemmend auf Pflanzenpathogene wirken (Moszer 1998). Vertreter dieser Art werden ge-
gen eine Vielzahl von Pathogenen als kommerzielle Biokontrollorganismen eingesetzt.  
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Dazu zählen pathogene Pilze wie Aspergillus flavus, B. cinerea oder R. solani (Pal &  
Mcspadden Gardener 2006), aber auch Bakterien aus den Gruppen Pseudomonas, 
Xhantomonas und Erwinia (Edgecomb &  Manker 2006). In den in dieser Arbeit durchge-
führten Versuchen zeigte sich außerdem, dass mit Kulturüberständen von verschiedenen 
Bazillen eine Hemmung von E. amylovora erzielt werden kann. In diesem Rahmen konnte 
auch gezeigt werden, dass der Zeitpunkt der Ernte dieser Überstände ein entscheidender 
Faktor in Bezug auf den Hemmeffekt ist. Kulturüberstände von B. amyloliquefaciens 
Stämmen, die nach einem oder zwei Tagen Inkubation bei 28°C geerntet wurden, zeigten 
beispielsweise nach einem Tag Kultivierung eine deutlich effektivere Hemmwirkung als 
nach zwei Tagen Kultivierung. Um unabhängig von der Entwicklung des Antagonisten 
agieren zu können, wäre der gezielte Einsatz von Toxinen in der Praxis denkbar. 
4.3 Formulierung der Antagonisten zur praktischen Anwendung   
Ein wichtiger Aspekt bei der Entwicklung eines Biokontrollorganismus zu einem Pflan-
zenschutzprodukt ist die Herstellung einer für den Verbraucher praktikabel anwendbaren 
Form (z.B. als Pulver oder Suspension). Eine praktikable Formulierung sollte nur einen 
minimalen Effekt auf die Antagonisten bezüglich seiner Lebensdauer, seiner Aktivität und 
seiner Wirksamkeit haben und das bei einer möglichst geringen Aufwandmenge. Die For-
mulierung von Gram-negativen Organismen gestaltet sich schwierig, da die Zellen häufig 
in ihrer Lagerstabilität eingeschränkt sind (Emmert &  Handelsman 1999; Sallam et al. 
2013). Zellen aus bisherigen Formulierungen von E. tasmaniensis DS08 zeigten ein deut-
lich langsameres Wachstum und nach 24 h Inkubation kleinere Kolonien auf der Agarplat-
te als nicht-formulierte E. tasmaniensis DS08 Zellen (A. Wensing, persönliche Mitteilung).  
Der Projektpartner ABiTEP stellte für diese Arbeit ein Trockenprodukt von 
E. tasmaniensis DS08 mit einem Zuckerzusatz zur Verfügung. Die Aufzeichnung von 
Wachstumskurven mit einer Kultur aus formulierten Zellen als Inokulum im Vergleich zu 
einer Kultur mit einem Inokulum aus einer flüssigen Vorkultur zeigte, dass die Kultur mit 
formulierten Zellen eine verkürzte lag-Phase und eine höhere Wachstumsrate aufwies. 
Dies kann auf den Zuckerzusatz in der Formulierung zurückgeführt werden. Der Wachs-
tumsertrag zwischen beiden Kulturen war vergleichbar. Dieser Effekt war in Minimalme-
dium besonders ausgeprägt. Neben der Reaktivierung der Zellen aus der Formulierung, 
wurde in dieser Arbeit auch die Haltbarkeit des Produktmusters von E. tasmaniensis DS08 
untersucht. Diese war stark von der Lagerungstemperatur abhängig. Bei RT konnte 
E. tasmaniensis DS08 maximal einen Monat gelagert werden, bevor eine Abnahme der 
Lebendzellzahl beobachtet werden konnte.  
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Durch die Lagerung bei 4°C konnte die Stabilität der Lebendzellzahl auf 9 Monate erhöht 
werden. Dies ermöglicht für den Verbraucher die Lagerung des Antagonisten für eine Feu-
erbrandsaison, um bei Warndienstaufruf die Behandlung seiner Obstanlage durchzuführen. 
Um die Lebendzellzahl der formulierten E. tasmaniensis DS08 Zellen für einen längeren 
Zeitraum stabil zu halten, müssen die Zellen bei mindestens -20°C gelagert werden. 
Bakterien der Gattung Bacillus haben eine Vielzahl an fungiziden und antibakteriellen Ei-
genschaften. Sie sind außerdem in der Lage mit Sporen stabile Dauerformen zu bilden, die 
problemlos gelagert werden können. Bacillus ist daher ein beliebter Biokontrollorganismus 
(Borriss 2011). Bei der Applikation von Sporenformulierungen liegen die Zellen allerdings 
in einer inaktiven Form vor. Um zu überprüfen, ob der Einsatz von Sporen zu einer verlän-
gerten lag-Phase führt, wurden im Rahmen dieser Arbeit Wachstumskurven von 
B. amyloliquefaciens FZB42 verglichen. Als Inokulum wurden Zellen aus einer flüssigen 
Vorkultur bzw. aus der Sporenformulierung verwendet. Der Vergleich beider Kulturen 
zeigte keinen Unterschied im Wachstum, unabhängig von dem Einsatz eines Komplex- 
oder Minimalmediums. Der Wachstumsertrag war zwischen trockenformulierten Zellen 
und denen aus einer flüssigen Vorkultur ebenfalls vergleichbar. Entsprechend kann festge-
halten werden, dass die Wachstumsfähigkeit des Antagonisten B. amyloliquefaciens 
FZB42 durch die Applikation von Sporen nicht eingeschränkt ist.  
4.3.1 Einsatz von formulierten Toxinen 
Sowohl B. amyloliquefaciens FZB2 als auch P. polymyxa bilden Toxine, die in vitro einen 
Hemmeffekt auf den Feuerbranderreger haben (Chen et al. 2009b; Niu et al. 2013). Dies 
konnte im Rahmen dieser Arbeit nach der Kultivierung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-
lux unter Zugabe von formulierten Kulturüberständen bestätigt werden. Es zeigten sich 
allerdings Unterschiede beim Einsatz verschiedener Konzentrationen der Formulierung. 
Die in dieser Arbeit verwendeten Formulierungen der Toxine enthielten getrocknete Kul-
turüberstände von B. amyloliquefaciens FZB42 bzw. P. polymyxa M1. Quantitativ konnte 
im Agar-Diffusionstest zunächst kein Unterschied in der Wirkung von P. polymyxa M1 
und B. amyloliquefaciens FZB42 Toxinen festgestellt werden. Im Kultivierungsassay zeig-
ten die formulierten Toxine von P. polymyxa M1 auch in stärkeren Verdünnungen noch 
eine vollständige Hemmung von E. amylovora 1/79 pfdC1-Z‘-lux, während die Toxine von 
B. amyloliquefaciens FZB42 keinen Effekt mehr erzielten.  
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Denkbar ist entweder, dass P. polymyxa M1 Toxine produziert, die eine bessere Wirkung 
auf den Feuerbranderreger haben als die von B. amyloliquefaciens FZB42 oder dass 
P. polymyxa M1 bei der Kultivierung mehr Toxin produziert als B. amyloliquefaciens 
FZB42 und dadurch auch bei höheren Verdünnungen der Formulierung noch genug Toxin 
für eine ausreichende Hemmung von E. amylovora vorhanden ist.  
4.4 Wirkung der Antagonisten auf der Apfelblüte 
4.4.1 Vergleich von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 
Für eine erfolgreiche Kontrolle des Feuerbranderregers ist die Entwicklung einer hohen 
Populationsdichte des Antagonisten auf der Blüte in kurzer Zeit von besonderer Bedeutung 
(Wilson et al. 1992). Bei der hier durchgeführten Sprühinokulation der Antagonisten auf 
Apfelblüten mit einer Suspension einer Konzentration von 1x10
8
 cfu / ml lag die Zelldichte 
auf der einzelnen Blüte in einem Bereich von 1x10
5 
bis 1x10
6
 cfu. Bereits am dritten Tag 
wies E. tasmaniensis DS08 eine Population zwischen 1x10
8
 bis 1x10
9
 cfu / Blüte auf. In 
allen hier durchgeführten Versuchen war dies die maximale Zelldichte, die E. tasmaniensis 
DS08 auf der Blüte erreichte. Auch E. amylovora erreichte in den hier durchgeführten Blü-
tenversuchen maximale Populationsdichten zwischen 1x10
8
 bis 1x10
9
 cfu / Blüte und lag 
damit im selben Bereich wie E. tasmaniensis. Aufgrund der Ähnlichkeit beider Organis-
men ist dies zu erwarten. Johnson et al. (2006) bestimmten in Oregon die Populationsdich-
te von E. amylovora auf dort heimischen Pflanzen nach der Inokulation mit 1x10
7 
cfu
 
/  ml. 
Dort konnten auf Rosengewächsen (u.a. Apfel, Felsenbirne und Brombeere) nach vier Ta-
gen Inkubation Zelldichten des Pathogens zwischen 1x10
6
 und 1x10
8
 cfu / Blüte nachwei-
sen. Die maximalen Zelldichten von E. amylovora zwischen Blüten im Freiland und im 
Laborassay somit vergleichbar. Eine Reduzierung der maximalen Zelldichte von 
E. amylovora um einen Faktor 10 bis 100 nach der Behandlung mit E. tasmaniensis DS08 
führte zu einer verminderten Symptomausbildung. 
Im Gegensatz zu E. tasmaniensis und E. amylovora lag die in dieser Arbeit beobachtete 
höchste Besiedlungsdichte von B. amyloliquefaciens FZB42 bei ca. 1x10
5
 bis 1x10
6
 pro 
Blüte und damit ein bis zwei Größenordnungen niedriger als bei E. tasmaniensis DS08. 
Die Wirkungsgrade von E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 schwank-
ten im Blütenassay zwischen 50% bis 80% (E. tasmaniensis DS08), während der Wir-
kungsgrad von B. amyloliquefaciens FZB42 zwischen 15% bis 50% lag. Die Etablierung 
geringerer Zelldichten von B. amyloliquefaciens FZB42 im Vergleich zu E. tasmaniensis 
DS08 könnte ein Grund für die geringere Wirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf 
der Blüte sein.  
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In Bezug auf die lag-Phase nach der Applikation auf der Apfelblüte zeigte sich zwischen 
E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 kein Unterschied. Sowohl die for-
mulierten E. tasmaniensis DS08 Zellen als auch die Sporenformulierungen von 
B. amyloliquefaciens FZB42 zeigten auf der Blüte eine lag-Phase von ca. 10 h. Auch die 
Dauer der exponentiellen Phase war zwischen den beiden Antagonisten vergleichbar. Ein 
Grund für die geringeren Zelldichten von B. amyloliquefaciens FZB42 könnte eine verrin-
gerte Aktivität der applizierten Sporen sein. In einem weiteren Versuch wurde der Anteil 
von B. amyloliquefaciens FZB42 Sporen auf der Blüte bestimmt. Wie erwartet lag der Spo-
renanteil direkt nach der Applikation der Sporenformulierung bei 100% in Bezug auf die 
Gesamtzellzahl. Bereits nach 12 h konnte ein erhöhter Anteil vegetativer Zellen bestimmt 
werden und nach 24 h lagen fast 80% der B. amyloliquefaciens FZB42 Zellen auf der Blüte 
als vegetative Zellen vor. Diese Beobachtung zeigte, dass die Sporen von 
B. amyloliquefaciens FZB42 innerhalb der ersten 24 h auf der Apfelblüte auskeimen. Be-
reits nach 36 h wurde allerdings eine Zunahme des Sporenanteils beobachtet und nach 60 h 
lagen fast 100% der FZB42 Zellen auf der Blüte als Spore vor. In diesem Zeitraum war 
auch nur eine geringe Zunahme der cfu zu beobachten. Anscheinend sind die vorhandenen 
Bedingungen auf der Blüte nicht ausreichend für ein länger anhaltendes Wachstum von 
B. amyloliquefaciens FZB42. Die hier durchgeführten Untersuchungen ergaben, dass 
B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte etwas weniger als 36 h als Antagonist aktiv ist. 
Dieser Zeitraum ist im Vergleich zu der schnellen Entwicklung von E. amylovora relativ 
kurz und schränkt den Schutz von später infizierten Blüten deutlich ein. Eine Ursache für 
die frühe Sporenbildung von B. amyloliquefaciens FZB42 auf der Blüte könnte ein be-
grenztes Angebot an Nährstoffen für das vegetative Wachstum sein. Nährstoffmangel ist 
ein entscheidender Faktor bei der Induktion der Sporenbildung in Bacillus (Errington 
1993). Möglicherweise verbraucht B. amyloliquefaciens FZB42 die auf der Blüte vorhan-
denen Nährstoffe schneller als beispielsweise E. tasmaniensis. Um eine längere Aktivität 
und höhere Zelldichten von B. amyloliquefaciens FZB42 Zellen auf der Blüte zu erreichen, 
wurde in dieser Arbeit versucht, das Wachstum des Antagonisten durch Zugabe von Nähr-
stoffen zu fördern. Dabei wurde nach Komponenten gesucht, die der Feuerbranderreger 
nicht verwertet. Dazu zählten zum einen Stärke und zum anderen das Additiv B2, das von 
der ABiTEP GmbH zur Verfügung gestellt wurde. Bei der Applikation von 
B. amyloliquefaciens FZB42 mit dem jeweiligen Nährstoffzusatz konnte bei der Entwick-
lung im Blütenassay kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle ohne Nährstoffzusatz 
festgestellt werden.  
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Die maximalen Zelldichten lagen wie in den vorherigen Versuchen zwischen 1x10
5
 und 
1x10
6
 cfu / Blüte. Ob die Nährstoffzugabe einen Einfluss auf die Sporenbildung der Zellen 
nach der Applikation nimmt, soll in künftigen Studien näher untersucht werden.  
Im Gegensatz zu den hier durchgeführten in vitro Experimenten ließ sich auf der Blüte 
kaum eine Wirkung mit den Toxinen von B. amyloliquefaciens FZB42 und P. polymyxa 
M1 erzielen. Wenngleich die Lagerung der formulierten Toxine selbst bei RT bis zu zwei 
Jahre ohne Wirkungsverlust möglich war (nicht gezeigt), kann die Stabilität oder die Haf-
tung auf der Blüte eingeschränkt sein. Da es sich bei B. amyloliquefaciens FZB42 um ein 
Bodenbakterium handelt (vgl. Kapitel 1.3.1.2), sind die Zellen auf der Blüte beispielsweise 
UV-Strahlung ausgesetzt. Dies könnte auch einen Einfluss auf die Stabilität der Toxine 
nehmen. Es ist noch nicht geklärt, inwieweit die Synthese von Toxinen beim Wachstum 
auf der Blüte induziert wird. Chen et al. (2009b) zeigten, dass B. amyloliquefaciens FZB42 
Mutanten, in denen die Synthese einzelner Toxine gezielt ausgeschaltet war, auf der Blüte 
vergleichbare Wirkungen gegen E. amylovora erreichten wie der B. amyloliquefaciens 
FZB42 Wildtyp. Ebenso wie sich die Effektivität der Toxine von P. polymyxa M1 und 
B. amyloliquefaciens FZB42 unterscheiden, könnten Toxine anderer Organismen eine hö-
here Stabilität auf der Blüte aufweisen.  
Die Behandlung von Blüten mit einer Kombination aus B. amyloliquefaciens FZB42 Spo-
ren und Toxinen von P. polymyxa M1 zeigte hingegen einen sehr guten Effekt auf den 
Feuerbranderreger mit einem Wirkungsgrad von über 80%. Es ist denkbar, dass die Toxine 
direkt nach der Applikation auf der Blüte noch einen toxischen Effekt auf das Pathogens 
ausüben können und so das Inokulum des Erregers reduzieren. Der größere Zeitabstand 
zwischen Applikation der Toxine und der sekundären Infektion im Freiland kann eine Er-
klärung für die vergleichbare Wirkung zwischen den Behandlungsvarianten Ba FZB42 und 
Ba FZB42+ im Freilandversuch sein (vgl. Tabelle 23). Um potentielle Kandidaten für ei-
nen Biokontrollorganismus im Bereich Feuerbrand zu selektieren, sind im Vorfeld um-
fangreiche Untersuchungen erforderlich, um Aspekte wie Wirkungsmechanismen, Wachs-
tum oder Einfluss von Umweltfaktoren abzuklären. Dies ist vor allem aufgrund der gerin-
gen Kapazitäten die für Freilandversuche zur Verfügung stehen ein wichtiger Aspekt.    
4.4.2 Wirkung der Antagonisten unter Freilandbedingungen 
Eine Feuerbrandinfektion ist stark abhängig von den Witterungsbedingungen (Van Der 
Zwet &  Keil 1979). Dies zeigte sich auch in den schwankenden Befallsstärken der hier 
durchgeführten Freilandversuche. 2013 wurden 24% Sekundärbefall in der unbehandelten 
Kontrolle erreicht.  
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Die Bedingungen für den Feuerbrand waren in dem Jahr günstig, da nach der Inokulation 
mehrere Tage recht hohe Tagesdurchschnittstemperaturen von 14°C bis 16°C herrschten. 
Von den getesteten Antagonisten erreichte E. tasmaniensis DS08 im ersten Versuchsjahr 
einen Wirkungsgrad von 57%. B. amyloliquefaciens FZB42 zeigte mit unter 20% nur eine 
sehr schwache Wirkung. Dies bestätigte die im Labor beobachtete bessere Wirkung von 
E. tasmaniensis DS08.  
2014 wurde für beide Antagonisten versucht, den Wirkungsgrad über die Zugabe von ver-
schiedenen Additiven zu verbessern. Getestet wurden Nährstoffzusätze für die spezifische 
Förderung des Wachstum der Antagonisten, Netzmittel für eine verbesserte Benetzung und 
Verteilung der applizierten Zellen auf der Pflanzenoberfläche sowie UV-absorbierende 
Agenzien zum Schutz der Antagonisten vor Strahlung. Die Zugabe von Additiven konnte 
bereits bei verschiedenen Biokontrollorganismen zu einer höheren Effektivität gegenüber 
Pathogenen führen. Ibrahim & Rossall (2001) zeigten in Bioassays mit Tomatensämlingen, 
dass ein Nährstoffzusatz in Form von Hefeextrakt die Biokontrollwirkung von Pseudomo-
nas cepacia gegen Fusarium oxysporum verbessern kann. Die Zugabe von 2-Deoxy-
Glucose führte zu einer effektiveren Biokontrolle bei Nachernteerkrankungen durch 
Penicillium expansum auf Früchten von Malus, Pyrus und Citrus (Janisiewicz 1994; El 
Ghaouth et al. 2000). Eine ebenfalls verbesserte Wirkung konnte sowohl bei 
Hefepräparaten (Candida saitoana) als auch bei dem bakteriellen Antagonisten P. syringae 
beobachtet werden.  
Die Witterungsbedingungen waren 2014 für den Feuerbrand zum ersten Inokulationster-
min mit einer Tagesdurchschnittstemperatur von 12°C bis 15°C günstig, danach kühlte es 
allerdings deutlich ab (Tagesdurchschnittstemperatur ca. 7°C) und es trat sogar Frost auf. 
Im Versuch führte dies zu einem niedrigen Sekundärbefall von knapp über 5% in der un-
behandelten Kontrolle. E. tasmaniensis DS08 erreichte im Versuch 2014 ohne Additive 
einen Wirkungsgrad von 65%. Entgegen der eigentlichen Erwartung schnitt der Additivan-
satz mit UV-Schutz, Nährstoffen und Netzmittel mit 40% Wirkungsgrad im Mittel schlech-
ter ab als die Variante ohne Additive, zeigte aber auch eine größere Schwankung von ca. 
20%. Die Zugabe der Additive (Netzmittel, Nährstoffe, UV-Schutz) konnte demnach keine 
Verbesserung bei der Wirkung von E. tasmaniensis DS08 bewirken. Im Gegensatz zu 
E. tasmaniensis DS08 konnte die Wirkung von B. amyloliquefaciens FZB42 durch die Ad-
ditive (UV-Schutz, Nährstoffe, Netzmittel und Toxine von P. polymyxa M1) deutlich ver-
bessert werden (ca. 40% höher als ohne Additive).  
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2015 wurden die Antagonisten in den gleichen Varianten wie 2014 getestet, abgesehen von 
zwei Änderungen. Auf das ihm Vorjahr bei E. tasmaniensis DS08 eingesetzte Netzmittel 
wurde in der Additiv-Variante verzichtet. In den beiden Behandlungsvarianten von 
B. amyloliquefaciens FZB42 wurden zusätzlich Nährstoffe zugesetzt. Die Witterungsbe-
dingungen im Jahr 2015 waren die ersten zwei Tage nach dem ersten Behandlungs- und 
Inokulationstermin warm und somit vorteilhaft für die Entwicklung des Feuerbranderre-
gers. Danach kühlte es allerdings deutlich ab. Fünf Tage nach der zweiten Behandlung und 
Inokulation wurde es wieder wärmer und die Tagesdurchschnittstemperaturen waren mit 
denen nach dem ersten Behandlungs- und Inokulationstermin vergleichbar. In der un-
behandelten Kontrolle konnte trotz der eher ungünstigen Witterungsbedingungen ein Se-
kundärbefall von 36% erzielt werden. Die beiden E. tasmaniensis DS08 Varianten schnit-
ten gleich gut ab (ca. 63% Wirkungsgrad), was darauf schließen lässt, dass a) vermutlich 
das Netzmittel für die reduzierte mittlere Wirkung 2014 verantwortlich war und b) die üb-
rigen Additive keine entscheidende Verbesserung bewirkten. Bei B. amyloliquefaciens 
FZB42 lag der Wirkungsgrad in beiden Behandlungsvarianten bei ca. 46%. Die Ansätze 
unterschieden sich insofern voneinander, dass in der Additiv-Variante UV-Schutz, Netz-
mittel und P. polymyxa M1 Toxine zugefügt wurden. Die zusätzlichen Nährstoffe wurden 
beiden Formulierungen zugegeben. Die gleichen Wirkungsgrade beider Varianten lassen 
vermuten, dass die Nährstoffe ein wichtiger Faktor für die verbesserte Wirkung von 
B. amyloliquefaciens FZB42 waren. Für eine abschließende Beurteilung müssen allerdings 
noch weitere Versuche durchgeführt werden. 
Trotz der Schwankungen im Befall der unbehandelten Kontrolle in den drei Versuchsjah-
ren lag der Wirkungsgrad des Antagonisten E. tasmaniensis DS08 konstant bei ca. 60% 
und damit in einem mittleren Wirkungsbereich im Vergleich zu den Kontrollen Streptomy-
cin (79% bis 85%) und LMA (52% bis 70%). Auffällig ist dabei, dass E. tasmaniensis 
DS08 trotz des hohen Befalls in 2015 (36% in unbehandelt) eine vergleichbare Wirkung 
zeigte wie in den Vorjahren. Mit einem Wirkungsgrad von 61% konnte der Antagonist 
sogar eine bessere Wirkung als LMA erzielen (52% Wirkungsgrad). Eine Erklärung für die 
bessere Wirkung des Antagonisten könnte in diesem Fall der Zeitabstand zwischen den 
beiden Behandlungsterminen sein. Während üblicherweise zwischen den beiden Behand-
lungen zwei bis drei Tage Abstand liegen, betrug der Abstand 2015 aufgrund des kühlen 
Wetters fünf Tage. In diesem Zeitraum war E. amylovora offensichtlich trotz der nicht 
optimalen Bedingungen in der Lage sich ausreichend zu entwickeln.  
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Die Hemmung durch E. tasmaniensis DS08 könnte durch die Verteilung in der Anlage auf 
noch unbehandelte Blüten über natürliche Vektoren, wie sie auch von Nuclo et al. (1998) 
für die Feuerbrandantagonisten P. fluorescens A506 und P. agglomerans C9-1S beschrie-
ben wurde, im Vergleich zu LMA begünstigt worden sein.  
Der maximal erreichte Wirkungsgrad von B. amyloliquefaciens FZB42 lag in den hier 
durchgeführten Freilandversuchen bei ca. 45% und damit deutlich geringer als 
E. tasmaniensis DS08. Dieses Ergebnis ist vergleichbar mit den vorangegangenen Blüten-
versuchen im Labor. Während im ersten Versuchsjahr mit B. amyloliquefaciens FZB42 
kaum eine Wirkung gegen den Feuerbranderreger erzielt werden konnte, brachte die Zuga-
be von Additiven zur Formulierung sowohl 2014 als auch 2015 eine Verbesserung des 
Wirkungsgrades. Höchstwahrscheinlich bedingt durch den Nährstoffzusatz. Im Apfelblü-
tenassay unter Laborbedingungen wurde durch die Applikation von zusätzlichen Nährstof-
fen keine Wachstumsförderung von B. amyloliquefaciens FZB42 erreicht. Es ist jedoch 
denkbar, dass die Additive unter extremeren Bedingungen im Freiland das Wachstum des 
Antagonisten fördern. Im Vergleich zu Blüten aus dem Gewächshaus ist es ebenfalls mög-
lich, dass die Blüten im Freiland mit einer größeren Anzahl an Epiphyten besiedelt sind, 
was zu einem reduzierten Nährstoffangebot für den applizierten Antagonisten führen könn-
te. Dieser Effekt könnte durch das zugegebene Additiv aufgehoben worden sein.  
Auffällig war in allen Freilandversuchen, die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführt wur-
den, dass zwischen den einzelnen Parzellen der jeweiligen Behandlung starke Schwankun-
gen auftraten. Bei E. tasmaniensis DS08 schwankten die Wirkungsgrade deutlich in den 
einzelnen Parzellen. 2013 lag der Wirkungsgrad in vier Wiederholungen zwischen minimal 
42% bis maximal 77% (nicht gezeigt). 2014 konnten Wirkungsgrade zwischen 56% und 
82% beobachtet werden (nicht gezeigt), 2015 lag der Schwankungsbereich zwischen 51% 
und 76% (Abbildung 34). Eine noch deutlichere Schwankung war bei der E. tasmaniensis 
DS08 Variante mit Additiven zu beobachten. 2014 wurden Nährstoffe, Netzmittel und UV-
Schutz mit dem Antagonisten appliziert. In zwei Parzellen konnten Wirkungsgerade von 
56% und 66% erreicht werden, in zwei Parzellen lag der Wirkungsgrad jedoch deutlich 
geringer bei 14% und 26%. Es ist denkbar, dass das Netzmittel eher ein Abwaschen der 
Zellen durch Niederschlag begünstigte, als die Anheftung auf der Blüte. 2015 wurde auf 
das Netzmittel in der Additiv-Variante verzichtet und die Schwankung war deutlich gerin-
ger. Der minimale Wirkungsgrad der vier Parzellen lag bei 60%, der maximale Wirkungs-
grad betrug 67%.  
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Bei B. amyloliquefaciens FZB42 konnten ebenfalls deutliche Schwankungen in den einzel-
nen Parzellen beobachtet werden. 2014 konnte beispielsweise in zwei Parzellen keine Wir-
kung nachgewiesen werden, in den anderen beiden lag der Wirkungsgrad bei 17% und 
30%. Die Additiv-Variante (mit Nährstoffen, Netzmitteln, UV-Schutz und P. polymyxa 
Toxinen) wies in den einzelnen Parzellen einen Wirkungsgrad von 36%, 45%, 57% und 
58% auf (nicht gezeigt). 2015 wurden beide Behandlungsvarianten von 
B. amyloliquefaciens FZB42 mit Nährstoffzusatz appliziert. Der mittlere Wirkungsgrad lag 
bei beiden Varianten bei ca. 50%. Die Wirkungsgrade in den einzelnen Parzellen waren 
zwischen beiden Behandlungsvarianten vergleichbar und lagen zwischen minimal 32% (Ba 
FZB42) bzw. 36% (Ba FZB42+) und maximal 54% (Ba FZB42) und 58% (Ba FZB42+). 
Ähnliche Beobachtungen konnten auch in vorherigen Versuchsjahren mit anderen Behand-
lungsvarianten gemacht werden (A. Wensing, persönliche Mitteilung). Auch im Befall 
treten Schwankungen zwischen einzelnen Parzellen auf (siehe auch Abbildung 33). Diese 
sind daher dem Versuchsaufbau geschuldet und dem Einfluss von äußeren Faktoren wie 
z.B. Blütenzustand und Insektenflug. Die Wirkungsgrade in einzelnen Parzellen zeigen 
jedoch, dass für beide Antagonisten bei den vorliegenden Bedingungen Wirkungsgrade 
von bis zu 82% (Et DS08) und 58% (Ba FZB42+) möglich waren. Die beobachten 
Schwankungen zwischen den einzelnen Parzellen eines Versuches erschweren die ab-
schließende Bewertung der Antagonisten, solange der Grund dafür nicht geklärt ist. Aktu-
ell kann nicht gesagt werden, wodurch die schlechtere Wirkung von E. tasmaniensis DS08 
und B. amyloliquefaciens FZB42 in einzelnen Parzellen zustande kommt. Eine Möglichkeit 
wäre, dass der Antagonist in einzelnen Fällen nicht effektiv genug gegen den Feuerbrand-
erreger ist (z.B. aufgrund höherer Erregerdichten auf einzelnen Blüten) oder ob an Bäu-
men, in denen nur ein schwacher Wirkungsgrad beobachtet werden konnte kein Antagonist 
auf der Blüte vorhanden war (z.B. durch verminderte Verbreitung auf Blüten, die zum 
Zeitpunkt der Behandlung geschlossen waren). Diese Frage muss geklärt werden, um Lö-
sungsansätze zu finden, die für eine zuverlässigere Wirkung der Antagonisten im Freiland 
führen. 
4.4.2.1 Antagonistische Aktivität von Bacillus in Abhängigkeit von der Temperatur 
Die Temperatur ist ein wichtiger Faktor für das Wachstum von Bakterien und spielt bei der 
Feuerbrandinfektion eine entscheidende Rolle (Shwartz et al. 2003). Im Freiland schwan-
ken die Temperaturen und können im Frühjahr, wenn die Feuerbrandgefahr am größten ist 
in einem Bereich liegen, die für die Feuerbrandantagonisten suboptimal sein können. Das 
Pathogen E. amylovora hat bei 28°C sein Temperaturoptimum.  
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Bereits bei Temperaturen unter 21°C konnte ein langsameres Wachstum des Pathogens 
beobachtet werden. So liegt die Verdopplungszeit von E. amylovora bei 28°C bei ca. 1,4 h, 
während sie bei 18°C bereits auf 2,76 h ansteigt (Shrestha et al. 2005). Im Vergleich dazu 
liegt das Optimum von B. amyloliquefaciens FZB42 etwas höher zwischen 30°C und 40°C. 
Unter 15°C kann bei diesem Bakterium kaum Wachstum beobachtet werden (Priest et al. 
1987). Landa et al. (2004) wiesen nach, dass die Unterdrückung von Pathogenen durch 
Rhizobakterien mit der Bodentemperatur zusammenhängen und De Curtis et al. (2012) 
zeigten, dass die Effektivität von Biokontrollorganismen gegen Aspergillus carbonarius 
mit der Temperatur und der relativen Luftfeuchte zusammenhängt. In dieser Arbeit wurde 
die Hemmung von E. amylovora durch B. amyloliquefaciens FZB42 bei niedriger Tempe-
ratur mit denen von thermotoleranteren Antagonisten verglichen, bei denen ein Wachstum 
zwischen 4°C – 10°C möglich ist.  
B. pumilus ist in der Lage, C. beticola auf Zuckerrüben zu unterdrücken (Bargabus et al. 
2004). B. atrophaeus zeigt eine Hemmwirkung auf B. cinerea, bei der Lipopeptide, sekre-
tierte Proteine und flüchtige Verbindungen zur antagonistischen Aktivität beitragen (Zhang 
et al. 2013). Bei der Ko-Kultivierung bei einer Temperatur von 16°C zeigte sich deutlich, 
dass auch die Hemmwirkung der thermotoleranteren Bacillus Arten im Vergleich zu einer 
Kultivierung bei 28°C deutlich eingeschränkt war. Lediglich bei einem 2,5-fachen Über-
schuss an Antagonist im Inokulum wurde in der Ko-Kultur noch eine Hemmwirkung von 
bis zu 60% durch B. pumilus N6 erreicht. Bei einem Mischungsverhältnis von 1:1,6 (Anta-
gonist zu Pathogen) im Inokulum lag die maximale Hemmung durch B. pumilus N6 bei ca. 
20%. Im Vergleich konnten sowohl B. amyloliquefaciens FZB42, B. atropheus GBSC56 
als auch B. pumilus N6 bei 28°C den Feuerbranderreger selbst bei einem 1,6-fachen Über-
schuss des Pathogens im Inokulum E. amylovora bis zu 90% hemmen. Dies verdeutlicht, 
wie wichtig das optimale Wachstum des Antagonisten für eine Hemmung von 
E. amylovora ist. Eine Ausnahme bei den hier durchgeführten Versuchen bildete B. simp-
lex R41 bei dem die Hemmwirkung von ca. 50% unabhängig von der Inkubationstempera-
tur war und nur minimal von den Inokulumgemisch in der Ko-Kultur beeinflusst wurde.  
Der Einsatz von Kulturüberständen gewonnen unter kälteren Bedingungen und die Über-
prüfung der erzielten Hemmwirkung, könnten Aufschluss darüber geben, inwieweit die 
Synthese von Toxinen zumindest in vitro von der Temperatur beeinflusst wird und eine 
Rolle bei der verminderten Hemmung von E. amylovora spielt. 
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4.5 Detektion von Antagonisten im Freiland und Bezug zu erzielten Wir-
kungsgraden im Feldversuch 
Die Etablierung des Antagonisten auf der Blüte ist ein essentieller Faktor bei der Hem-
mung von E. amylovora. Um die Verbreitung der Antagonisten in der Versuchsanlage in 
Kirschgartshausen zu untersuchen, wurden über die Blütezeit unbehandelte und behandelte 
Blüten gesammelt und der Anteil an Proben bestimmt, in denen der ausgebrachte Antago-
nist nachgewiesen werden konnte. Der in dieser Arbeit durchgeführte Nachweis von 
E. tasmaniensis aus Freilandproben via PCR war stark abhängig von der Aufarbeitung der 
Template DNA. Die Detektion des Antagonisten aus der Waschprobe zeigte in der Regel 
weniger positive Nachweise als die Ergebnisse nach der Bio-PCR. Dies hängt höchstwahr-
scheinlich mit PCR-Inhibitoren in der Waschprobe zusammen. Guest & Brown (1997) 
zeigten, dass die Synthese von Phytoanticipinen und Phytoalexinen ein wichtiger Teil des 
pflanzlichen Immunsystems ist und diese in allen Bereichen der Pflanze gebildet werden 
können. Die Zusammensetzung kann dabei zwischen den Organen variieren. Chizzali et al. 
(2012) konnten zeigen, dass durch die Infektion von Apfel- und Birnentrieben mit dem 
Feuerbranderreger E. amylovora die Produktion von Phytoalexinen induziert wird und es 
im Rahmen dessen z. B. zu einer Akkumulation von Biphenylen und Dibenzofuranen in 
dem Übergangsbereich von gesunden zu infizierten Gewebe kommt. Diese Substanzen 
können einen inhibitorischen Effekt auf die PCR-Reaktion haben und so zu falsch-
negativen Ergebnissen führen (Wilson 1997). Durch Verdünnung der Proben können sol-
che Störfaktoren ausreichend reduziert werden, allerdings geht dies auch mit einer Ver-
dünnung der Template DNA einher. Die DNA Konzentration in der Probe könnte dadurch 
unterhalb der Nachweisgrenze liegen (Samarakoon et al. 2013). Dies deckte sich mit den in 
dieser Arbeit gemachten Beobachtungen bei der Detektion von E. tasmaniensis DNA aus 
den Waschproben. Eine höhere Verdünnung ermöglichte in einigen Fällen einen positiven 
Nachweis des Antagonisten (nicht gezeigt). Aufgrund der Inhomogenität der einzelnen 
Proben konnte allerdings keine einheitliche Verdünnungsstufe für alle Proben festgelegt 
werden. Die Verdünnung war stark von der jeweiligen Probe abhängig. Aufgrund des gro-
ßen Probenumfangs von bis zu 50 Proben pro Zeitpunkt war das Testen verschiedener 
Verdünnungen der einzelnen Proben nicht praktikabel durchführbar. Gleiches gilt auch für 
eine Aufreinigung der Proben vor der DNA-Amplifikation, zum Beispiel durch Phenol-
Chloroform Extraktion oder Proteinase K Behandlung (Schrader et al. 2012).  
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Schaad et al. (1995) veröffentlichten eine Methode bei der Bakterien aus Bohnensamen-
Extrakten vor der PCR kultiviert wurden. Dazu wurden die Zellen zunächst auf Agarplat-
ten angezogen und anschließend abgewaschen. Auf diese Weise konnte das Pathogen 
P. syringae pv. phaseolicola ohne aufwendige Vorbehandlung der DNA verlässlich detek-
tiert werden. Diese BIO-PCR wurde auch bei anderen Organismen wie Erwinia carotovora 
susp. atroseptica und Clavibacter michiganensis susp. sepedonicus angewendet (Hyman et 
al. 1997; Schaad et al. 1999). Durch die Kultivierung der Zellen wird neben der Verdün-
nung der inhibitorischen Komponenten eine höhere Konzentration an Template DNA so-
wie die spezifische Detektion lebender Zellen erreicht. Gerade die Detektion von Pathoge-
nen spielt häufig eine Rolle bei der Entscheidung, ob bestimme phytosanitäre Maßnahmen 
oder Pflanzenschutzbehandlungen angewendet werden. Die Detektion von toten Zellen 
oder frei zugänglicher DNA kann diesbezüglich zu Ergebnissen führen, die möglicherwei-
se unnötige Behandlungen zur Folge haben, da kein akutes Infektionsrisiko besteht. Durch 
die Zwischenkultivierung lässt sich allerdings kein Rückschluss auf die reale Zelldichte auf 
der Blüte ziehen. Ein weiterer Nachteil der Methode ist, dass die Kultivierung zeitaufwen-
diger ist als die direkte PCR (Schaad et al. 1995; Schaad et al. 1999).  
Taylor et al. (2001) nutzen den zusätzlichen Kultivierungsschritt um E. amylovora in Ge-
genwart von Pflanzengewebe und von Apfelblüten zu detektieren. Auch sie konnten eine 
höhere Zuverlässigkeit und Sensitivität des Nachweises durch die Anreicherung der Zellen 
beobachten. Der hier beobachtete Nachweis von E. tasmaniensis auf unbehandelten Blüten 
bestätigte eine Verteilung des Organismus über natürliche Vektoren innerhalb der Anlage, 
wie sie Nuclo et al. (1998) auch bei den Feuerbrandantagonisten P. fluorescens A506 und 
P. agglomerans C9-1S zeigen konnten. Dadurch erhöht sich die Wahrscheinlichkeit, dass 
beispielsweise auch Blüten, die zum Zeitpunkt der Behandlung noch geschlossen waren, 
vor einer Infektion geschützt werden können. In dem hier durchgeführten Feldversuch 
wurde bei den behandelten Bäumen der Antagonist zu einem sehr hohen Anteil von bis zu 
100% in den Proben detektiert, wobei der Anteil positiver Proben auch im Verlauf der 
Versuche variierte. Im Versuch 2014 fiel der Anteil positiver Proben zum Zeitpunkt t2 
beispielsweise auf 0%, stieg aber bereits eine Woche später bereits wieder auf 70% positi-
ve Proben. Ein vollständiger Verlust Antagonist in der Anlage ist unwahrscheinlich, da 
sowohl Antagonist als auch Pathogen zu nachfolgenden Zeitpunkten wieder detektiert 
werden konnten. Es ist allerdings durchaus möglich, dass eine starke Reduktion der Zell-
zahlen stattgefunden hat und somit die Nachweisdichte geringer war.  
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Möglicherweise hängt die verminderte Detektion mit den stark abfallenden Temperaturen 
über den Versuchszeitraum zusammen, in dem sogar die Frostschutzberegnung in der An-
lage eingesetzt werden musste, um die Blüten vor Frostschäden zu schützen. Es ist durch-
aus denkbar, dass durch den Frost die Zellen auf einzelnen Blüten abgestorben sind. Der 
gleiche Abfall konnte auch bei der Detektion von E. amylovora beobachtet werden (nicht 
gezeigt). 
Auch 2015 konnte eine deutliche Reduktion der positiven E. tasmaniensis Nachweise beo-
bachteten werden. Während zum Zeitpunkt t2 in 80% (DS08) bis 100% (DS08+) der Pro-
ben E. tasmaniensis nachgewiesen werden konnte, waren zum Zeitpunkt t3 20% (DS08) 
bis 50% der Proben positiv. Ein Zusammenhang mit einem Ereignis wie der Frostschutzbe-
regnung in 2014 ließ sich 2015 nicht erkennen. Dies verdeutlicht die Schwankung, die in-
nerhalb der einzelnen Blütenproben auftritt. Mit der in dieser Arbeit durchgeführten Detek-
tion von E. tasmaniensis konnte die Etablierung des Antagonisten auf der Blüte über den 
Versuchszeitraum bestätigt werden. Eine Korrelation zwischen der Detektion des Antago-
nisten und dem Wirkungsgrad im Bekämpfungsversuch konnte nicht beobachtet werden. 
Die in dieser Arbeit durchgeführte Behandlung und Detektion in einem analogen Parallel-
versuch nähert sich zwar den Bedingungen an, die Kapazitäten an Blüten für den Versuch 
sind allerdings limitiert. Dazu kommt ein hoher Arbeitsaufwand bei der Behandlung, der 
Probennahme und der Aufarbeitung der einzelnen Blüten im Labor. Dass die Blüten aus 
dem Bekämpfungsversuch nicht entnommen verwendet werden können, erschwert die Be-
wertung zusätzlich.  
Für den Nachweis von B. amyloliquefaciens FZB42 Rif im Freiland wurde in dieser Arbeit 
ein anderer Ansatz getestet. Die Blütenwaschproben wurden auf Selektionsmedium aus-
plattiert und die Menge an Bacillus über die cfu / Blüte bestimmt. Dies ermöglichte nicht 
nur den Nachweis des Antagonisten, sondern gab auch Aufschluss auf die realen Zelldich-
ten von Bacillus auf der Blüte. Der Vergleich von unbehandelten und mit 
B. amyloliquefaciens FZB42 Rif behandelten Blüten zeigte, wie erwartet, einen deutlich 
höheren Bacillus Anteil nach der Behandlung und Zelldichten von bis zu 1x10
5
 cfu / Blüte. 
Vier Wochen nach der Behandlung mit B. amyloliquefaciens FZB42 nahmen die Bacillus 
Zelldichten ab. Bei der Behandlungsvariante ohne Additive lag zum Versuchsende in 70% 
der Proben eine maximale cfu von 1x10
2
 pro Blüte vor. Die Zelldichten der Additiv-
Variante zeigten hingegen zu demselben Zeitpunkt noch in 50% der Proben eine maximale 
Bacillus cfu von 1x10
4
 pro Blüte.  
4. Diskussion 
110 
 
Die Additive könnten demnach einen positiven Effekt auf die Erhaltung höherer Zelldich-
ten über einen längeren Zeitraum haben. Nichtsdestotrotz lag der Wirkungsgrad bei beiden 
Behandlungsvarianten bei ca. 50%. Eine Korrelation zwischen dem Wirkungsgrad und der 
Detektion des Antagonisten konnte auch hier nicht nachgewiesen werden. Die maximal 
detektierte Zelldichte im Freiland lag bei ca. 1x10
5
 cfu / Blüte. Dieser Wert ist mit den im 
Labor durchgeführten Blütenassays vergleichbar, trotz der Applikation von Nährstoffzu-
sätzen in beiden Behandlungsvarianten. Ein Vergleich der Zelldichten mit einer Behand-
lungsvariante ohne Nährstoffzusätze könnte Aufschluss darüber geben, ob die maximale 
Zelldichte im Freiland ohne Additive unterhalb 1x10
5
 liegt.   
4.6 Der Einfluss einer Mutation in ymoB auf die Eigenschaften des Anta-
gonisten E. tasmaniensis 
Eine Reihe Faktoren spielen beim bakteriellen Wachstum auf der Blüte eine Rolle. Adhä-
sion an der Oberfläche und UV-Schutz durch starke Sonneneinstrahlung sind zwei Beispie-
le, die einem Organismus einen Vorteil bei der Besiedelung der Phyllosphäre bieten kön-
nen (Lindow &  Brandl 2003).  
Eine Transposonmutante von E. tasmaniensis 1/99 (Tn5_No. 5) zeigt diesbezüglich zwei 
Unterschiede zu ihrem Wildtyp. Zum einen weisen die Kolonien eine gelbe Pigmentierung 
auf. Arrage et al. (1993) konnten zeigen, dass pigmentierte Bakterien aus Untergrundpro-
ben resistenter gegenüber UV-Strahlung sind als nicht-pigmentierte. Bei Gram-negativen 
Pflanzenpathogenen wie P. stewartii subsp. stewartii konnte ebenfalls ein entsprechender 
Zusammenhang beobachtet werden (Mohammadi et al. 2012). Zum anderen weist die 
Tn5_No. 5 Mutante eine verstärkte Adhäsion auf. Dies äußert sich in Flüssigkultur bei der 
Bildung einer Kahmhaut auf der Oberfläche des Kultivierungsmediums. Adhäsion ist ein 
wichtiger Aspekt bei der Kolonisierung von Pflanzenoberflächen und stellt den ersten 
Schritt bei der Bildung einer komplexen mikrobiellen Gemeinschaft in Form von Biofil-
men dar (Danhorn &  Fuqua 2007). Sowohl Pflanzenpathogene wie Ralstonia 
solanacearum und X. campestris als auch nicht-pathogene Arten wie Rhizobium 
leguminosarum und Bradyrhibium japonicum bilden auf der Pflanze Biofilme und können 
sich auf diese Weise vor diversen äußeren Faktoren wie antimikrobiellen Substanzen, Aus-
trocknung, UV-Strahlung oder osmotischem Stress schützen (Davey &  O'toole G 2000; 
Bogino et al. 2013). Bais et al. (2004) zeigten außerdem, dass die Biokontrolleffektivität 
von B. subtilis M1 gegen P. syringae mit der Fähigkeit zur Biofilmbildung zusammen-
hängt.  
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Das Transposon in der Tn5_No. 5 Mutante liegt im Gen ymoB, dessen Funktion in 
E. tasmaniensis noch nicht geklärt ist. Die Aminosäuresequenz von YmoB weist eine 66% 
Sequenzidentität mit YmoB aus Yersinia enterocolitica auf. Beide Proteine besitzen eine 
konservierte Domäne, die der YbaJ Familie zugeordnet wird. Diese spielt eine Rolle bei 
der Regulation der Biofilmbindung z. B. in E. coli K12 (Barrios et al. 2006). In 
E. tasmaniensis liegt ymoB gemeinsam mit ymoA auf einem Operon. Das Genprodukt 
YmoA weist in seiner Aminosäuresequenz eine 82%-ige Identität zu YmoA in Y. enteroco-
litica auf. Eine hochkonservierte Domäne des Proteins ist homolog zur Familie der Hha 
Proteine. Unter bestimmten Bedingungen kann ymoA aus Y. enterocolitica hha-negative 
Mutanten von E. coli komplementieren (Balsabore et al. 1996). Proteine der Hha/YmoA 
Familie spielen eine Rolle bei der thermoregulatorischen Expression von Virulenzfaktoren 
(Madrid et al. 2001). Dabei spielt die Interaktion mit einer anderen Gruppe an Regulati-
onsproteinen, den histone-like nucleoid structure (H-NS) Proteinen eine wichtige Rolle. 
Sowohl Hha aus E. coli als auch YmoA aus Y. enterocolitica sind in der Lage einen Kom-
plex mit H-NS zu bilden (Nieto et al. 2002). Diese Proteine haben eine Funktion bei der 
Regulation der Genexpression von Virulenzfaktoren wie z. B. der Expression von Hämoly-
sin in E. coli (Nieto et al. 1991). Jackson et al. (2004) zeigten, dass die thermoregulierte 
Expression des für die Virulenz essentiellen T3SS in Y. pestis mit der Proteolyse von 
YmoA bei 37°C zusammenhängt.  
In dieser Arbeit wurde überprüft, ob sich der Phänotyp der Tn5_No. 5 Mutante über 
heterologe Expression komplementieren lässt. Dabei zeigte sich, dass ymoB aus 
E. tasmaniensis nicht ausreicht, um den Phänotyp der Mutante zu komplementieren. Dies 
war lediglich mit dem kompletten ymoBA Operon oder mit ymoA möglich. Daraus kann 
geschlussfolgert werden, dass ymoA eine Rolle bei der Ausbildung dieses Tn5_No. 5 Phä-
notyps spielt. Die Mutation in ymoB scheint einen Einfluss auf ymoA zu haben. Die Be-
obachtung eines polaren Effekts durch eine Tn5 Mutation in ymoB konnten Ellison et al. 
(2003) auch in Y. enterocolitica nachweisen. Dort wurde mit einer chromosomalen lacZ-
ymoA Fusion die Promotoraktivität mittels β -Galaktosidase-Aktivität gemessen. Diese war 
in der ymoB Mutante im Vergleich zum Wildtyp deutlich reduziert. Um die Funktionalität 
von ymoBA zwischen dem nicht-pathogenen Organismus E. tasmaniensis und dem Feuer-
branderreger E. amylovora zu vergleichen, wurden überprüft, ob sich die Tn5_Mutante 
auch mit dem artfremden Gen komplementieren lässt. Die Beobachtungen bestätigten ei-
nen derartigen Zusammenhang und lassen eine ähnliche Funktion von ymoBA im Pathogen 
vermuten.  
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Interessanterweise zeigte sich bei den hier durchgeführten Versuchen, dass lediglich die 
Komplementation mit ymoBA zu einer Adhäsion auf Wildtyp-Niveau führte. Die Trans-
formation mit ymoA allein komplementierte den Phänotyp von Tn5_No. 5 lediglich in Be-
zug auf die Pigmentierung. Die Adhäsion war allerdings stärker als die des E. tasmaniensis 
1/99 Wildtyps, aber schwächer als die Adhäsion der Tn5_No. 5 Mutante. Erste Untersu-
chungen zu Unterschieden bei der Adhäsion auf der Pflanzenoberfläche wurden auf in vit-
ro Pflanzen durchgeführt. Nach der Applikation von 1x10
8
 cfu / ml E. tasmaniensis  1/99 
bzw. der Tn5_No. 5 Mutante lagen die Zelldichtebei beiden Behandlungsvarianten in dem-
selben Bereich (ca. 4x10
5 
cfu / Blatt), sodass auf der Pflanze kein Adhäsionsvorteil bei der 
Mutante ausgemacht werden konnte.  
Interessant wäre der Vergleich der Phänotypen zwischen der E. tasmaniensis 1/99 
Tn5_No. 5 Mutante und einer ymoB Knock-Out Mutante in E. amylovora. Pigmentierung 
und verstärkte Adhäsion könnten einen Vorteil bei der Entwicklung auf der Pflanze für den 
Antagonisten bedeuten, aber auch eine Rolle bei der Virulenz des Pathogens spielen. Das 
Verständnis potentieller Regulationsmechanismen von Pathogenitätsfaktoren bietet neue 
Angriffspunkte bei der Bekämpfung eines Pathogens. Die Konstruktion der ymoB Knock-
Out Mutante in E. amylovora über Gene Doctoring (Lee et al. 2009) war im Rahmen dieser 
Arbeit allerdings nicht erfolgreich.  
4.7 In planta Screening von Feuerbrandantagonisten  
Bei der Arbeit mit Biokontrollorganismen zeigte sich immer wieder, dass eine Pathogen-
Hemmung in vitro nicht unbedingt auf eine vergleichbare Wirkung in planta übertragbar 
ist (Anith et al. 2003; Dinu et al. 2007; Shehata et al. 2016). Auch mit den in dieser Arbeit 
getesteten Organismen E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 konnte bei 
der Ko-Kultivierung mit dem Feuerbranderreger eine vergleichbare Hemmung mit beiden 
Antagonisten erreicht werden. Auf der Pflanze hingegen war ein deutlicher Unterschied 
bezüglich ihrer Effektivität zu beobachten, sowohl in den Blütenversuchen im Labor als 
auch im Freilandversuch. Verschiedene Aspekte könnten bei diesen Unterschieden eine 
Rolle spielen, dazu zählt z. B. die Anpassung an die Wachstumsbedingungen auf der 
Pflanze. E. tasmaniensis DS08 und B. amyloliquefaciens FZB42 besiedeln unterschiedliche 
Habitate (Blüte bzw. Boden). Bei Antagonisten, die nicht auf den Lebensraum des zu kon-
trollierenden Pathogens spezialisiert sind, ist die Anpassung an den ungewohnten Lebens-
raum ein essentieller Faktor, der in Pflanzenversuchen untersucht werden muss, bevor eine 
Entwicklung des Antagonisten in Richtung Praxis vorangetrieben werden kann.  
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Je nach Pathogen ergeben sich Unterschiede bezüglich des Pflanzensystems, mit dem Wir-
kung und Entwicklung des Biokontrollorganismen untersucht werden kann.  
Der Antagonist Sphingomonas zeigte bei der Inokulation von A. thaliana eine Schutzfunk-
tion gegenüber dem Pathogen P. syringae (Innerebner et al. 2011). Dies ermöglicht die 
Arbeit auf einer Modellpflanze, die vergleichsweise schnell angezogen werden kann 
(Whalen et al. 1991). Im Feuerbrand ist die Arbeit mit einem geeigneten Pflanzensystem 
schwieriger, da der Wirtspflanzenkreis vom E. amylovora vor allem holzige Pflanzen be-
trifft. Als geeignetes Laborsystem hat sich u.a. der Birnenscheibenassay etabliert. Auf un-
reifen Birnen (entweder als ganze Frucht oder in Scheiben) können nach Infektion mit 
E. amylovora charakteristische Symptome in Form von nekrotischem Gewebe und 
Schleimtropfen beobachtet werden. Dieser Assay wurde bereits in mehreren Studien ver-
wendet, um verschiedene Pathogenitäts- und Virulenzfaktoren des Feuerbranderregers zu 
untersuchen (Geier &  Geider 1993; Bereswill &  Geider 1997; Bogdanove et al. 1998). 
Um einen hohen Durchsatz zu erreichen, der beispielsweise für das Screening einer Viel-
zahl von Mutanten nach einer Transposonmutagenese notwendig ist, bieten sich Birnen, 
aufgrund der Möglichkeit mehrere Gewebestücke zu verwenden, besonders an. Im Rahmen 
dieser Arbeit konnte ein Assay entwickelt werden, der in einem 96-Well Format auf Bir-
nenscheiben die Detektion eines GFP-markierten Reporterstammes von E. amylovora be-
reits 48 h bis 72 h nach der Inokulation ermöglicht. Zwar konnte in den Kontrollansätzen 
eine deutliche Abgrenzung zwischen der Positiv- und Negativkontrolle beobachtet werden, 
aber die Schwankungen in einzelnen Wiederholungen waren vor allem in den auf den be-
handelten Birnen relativ groß (bis 29%). Bei dem Scan der einzelnen Wells im 5x5 Format 
zeigte sich, dass die Signalverteilung auf der Birne teils inhomogen war. Eine Boxplot-
Analyse der Fluoreszenzenintensitäten ermöglichte eine Darstellung der Fluoreszenzvertei-
lung bei dem Ausreißer und Schwankungen, die durch die inhomogene Verteilung auf der 
Birne zustande kommen, besser berücksichtigt werden konnten. Ein Vergleich der Media-
ne der behandelten Kontrolle zeigte eine geringere Schwankung untereinander (etwa 9%). 
Die Box Plot Analyse bietet eine bessere Einschätzung der Daten und ermöglicht einen 
Überblick über den Schwankungsbereich im Assay. Das Screening im 96-Well Format 
bietet somit einen Ansatz zum effektiven in planta Screening von Feuerbrandantagonisten. 
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4.8 Fazit  
Sowohl E. tasmaniensis DS08 als auch B. amyloliquefaciens FZB42 haben das Potential 
den Feuerbranderreger E. amylovora im Freiland zu hemmen Bei der Applikation von 
1x10
8 
cfu / ml einer Antagonistensuspension wird eine hohe Zelldichte von bis zu 1x10
5 
cfu pro Blüte erreicht, was den Antagonisten einen soliden Vorteil gegenüber E. amylovora 
bietet. Beide Antagonisten lassen sich für die praktische Anwendung im Feld ohne große 
Einschränkungen formulieren. Die Sporen von B. amyloliquefaciens FZB42 zeigten nach 
der Applikation auf der Apfelblüte eine schnelle Aktivierung. Durch einen Nährstoffzusatz 
in der Formulierung konnten bisher beobachtete Nachteile bei der Reaktivierung der Zellen 
von E. tasmaniensis DS08 aufgehoben werden. Der Antagonist war bei 4°C für eine Feu-
erbrandsaison gut haltbar. Beide Antagonisten konnten über den Zeitraum der Apfelblüte 
im Freiland detektiert werden, was eine Etablierung in Feld bestätigt. Aufgrund der unter-
schiedlichen Bedingungen in den drei Versuchsjahren ist eine abschließende Evaluation 
der Antagonisten jedoch nicht möglich. Nichtsdestotrotz liegen die erreichten Wirkungs-
grade von ca. 60% im Fall von E. tasmaniensis DS08 in einem mittleren Bereich, während 
die ca. 40% für B. amyloliquefaciens FZB42 recht niedrig sind. Beide Ergebnisse sind 
noch nicht ausreichend für den Einsatz als Biokontrollorganismen in der Praxis. Besonders 
in Bezug auf B. amyloliquefaciens FZB42 gibt es ungeklärte Fragen, die mit einem ver-
minderten Wirkungsgrad einhergehen. Eine frühe Sporulation auf der Blüte nach der Ap-
plikation, wie sie im Labor beobachtet werden konnte, kann einen negativen Einfluss auf 
die Aktivität des Antagonisten haben. Sowohl die Untersuchung des Zustandes der Zellen 
im Feld, als auch das Testen von Additiven, die die Wachstumsbedingungen für 
B. amyloliquefaciens FZB42 fördern, kann zu einer Verbesserung der Hemmwirkung füh-
ren. Schwankungen in der Wirksamkeit zwischen einzelnen Behandlungen sind für biolo-
gische Systeme nicht ungewöhnlich und sind von einer Reihe Faktoren abhängig (Applika-
tionszeitpunkt, Blütenzustand, Temperatur etc.), was auch durch die unterschiedlichen Be-
fallsstärken des Feuerbranderregers über die Jahre ersichtlich ist. Weitere Untersuchungen 
sind notwendig um zu klären, wie diese starken Schwankungen der Antagonisten innerhalb 
eines Versuchsjahres zustande kommen.      
  
4. Diskussion 
115 
 
4.9 Ausblick 
Feuerbrandbekämpfung ist aufgrund der hohen Verluste, die die Krankheit im Obstbau 
anrichten kann, und der begrenzten Möglichkeiten zur Behandlung von Wirtspflanzen ein 
wichtiges Thema. Wenngleich im Bereich der Züchtungsforschung bereits einige Fort-
schritte bezüglich des Verständnisses von Resistenzmechanismen gemacht werden konn-
ten, ist es noch ein weiter Weg bis für den Anwender dieses Wissen nutzbar ist. Die Züch-
tung resistenter Arten ist ein Prozess, der viele Jahre in Anspruch nimmt (Peil et al. 2009). 
Biologische Kontrollorganismen bieten sich aufgrund ihres natürlichen Vorkommens und 
diverser Eigenschaften, mit denen sie mit einem Pathogen interagieren können, als scho-
nende, alternative Bekämpfungsmöglichkeit zu Antibiotika an (Pal &  Mcspadden 
Gardener 2006). Sowohl Gram-negative als auch Gram-positive Organismen haben das 
Potential den Feuerbranderreger unter Freilandbedingungen zu hemmen. Die Gattung Ba-
cillus bietet ein breites Spektrum an potentiellen Kandidaten, die eine Wirkung auf 
E. amylovora zeigen. Unterschiede verschiedener Arten in Bezug auf die Produktion von 
Toxinen oder der Anpassung an die Umweltbedingungen auf der Blüte können einen Ein-
fluss auf die Wirkung gegen den Feuerbrand haben und bleiben abzuklären. Neue Metho-
den wie Next Generation Sequencing ermöglichen die Untersuchung verschiedener Pro-
zesse von Pathogenen, Biokontrollorganismen und Wirtspflanzen, die wichtige Informati-
onen für die Suche nach einem effektiven Antagonismus liefern können (Kamber et al. 
2016; Krober et al. 2016). Für ein effektives Screening einer Vielzahl von potentiellen An-
tagonisten ist die Entwicklung eines für den Feuerbrand spezifisches Pflanzensystem mit 
einem hohen Durchsatz optimal. Ein erster Ansatz konnte im Rahmen dieser Arbeit mit 
einem adaptierten Birnenscheibenassay im 96-Well Format erbracht werden. Die Etablie-
rung dieses System könnte nicht nur das Screening von Antagonisten erleichtern, sondern 
auch für Mutageneseuntersuchungen zur Identifikation von essentiellen Genen, die bei 
dem Antagonismus gegen E. amylovora eine Rolle spielen, genutzt werden. Mit Hilfe die-
ses Wissens lässt sich gezielter nach Feuerbrandantagonisten suchen und die Entwicklung 
biologischer Kontrollorganismen gegen E. amylovora vorantreiben.   
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